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A B R E V IA T U R A S
ACTH: Adrenocorticotropic Hormone (Hormona Adrenocorticotropa)
AH: Ancestral Haplotype (Haplotipo Ancestral)
AR: Artritis Reumatoide
BCR: B-Cell Receptor (Receptor de Células B)
BH4 : Tetrahidrobiopterina
CAIA: Collagen Antibody-Induced Artritis (Artritis Inducida por Anticuerpos trente a 
Colâgeno)
cGMP: guanosin monofosfato ciclico
CI: Confidence Interval (Intervalo de Confianza)
CIITA: Class II Transactivator (Proteina activadora de la transcripciôn de Clase II)
CD: Cluster o f Differentiation (Agrupaciôn de diferenciaciôn)
CMV: Citomegalovirus 
CU: Colitis Ulcerosa 
DE: Desviaciôn Estandar
DNA: Deoxyribonucleic acid (Àcido Desoxirribonucleico)
DO: Densidad Optica
dUTP: 2'deoxiuridina 5'trifosfato
EAE: Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (Encefalomielitis Experimental
Autoinmune)
EBF: Early B-cell Factor (Factor temprano de linfocitos B)
EBV: Epstein-Barr Virus 
EC: Enfermedad Celiaca
EDSS: Expanded Disability Status Scale (Escala de Discapacidad Expandida)
Eli: Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Colitis Ulcerosa y Enfermedad de Crohn)
EM: Esclerosis Multiple
EM (algoritmo): Expectacion-Maximizacion
EM-PP: Esclerosis Multiple Primaria-Progresiva
EM-PR: Esclerosis Multiple Primaria-Recurrente
EM-RR: Esclerosis Multiple Remitente-Recurrente
EM-SP: Esclerosis Multiple Secundaria-Progresiva
eNOS: endothelial Nitric Oxide Synthase (Oxido Nitrico Sintasa endotelial)
Eta-1: Early T-cell activation gene-\ (Gen de Activacion Temprana de Linfocitos T -1)
Abreviaturas
FAD: Flavin Adenin Dinucleotido
Fc: Fragmento Cristalizable (Inmunoglobulinas)
FcR: Receptor para Fc
FcRL: Fc Receptor Like (Homologo del Receptor para Fc)
FcyR: Receptor del Fragmento Cristalizable de las Inmunoglobulinas G
FcRy: Cadena gamma de los Receptores de los Fragmentos Cristalizables de las Igs.
FMN: Flavin mononucleotido 
G A: Glatir amer Acetate (Acetato de Glatiramer)
HHV-6: Human Herpesvirus 6 (Herpesvirus 6 Humano)
HIV: Human Immunodefficiency Virus (Virus de la Inmunodeflciencia Humano)
HLA: Human Leukocyte Antigen (Antigeno Leucocitario Humano)
HLH: Helix-Loop-Helix (Estructura en Hélice-Bucle-Hélice)






IL4R: Receptor de la IL4
iNOS: inducible Nitric Oxide Syntase (Oxido Nitrico Sintasa Inducible)
ITAM: Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs (inmunorreceptor con Motivos de 
Activacion basados en Tirosinas)
ITIM: Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motifs (inmunorreceptor con Motivos de 
Inhibicion basados en Tirosinas)
JAK: Janus Kinase (Kinasa Janus)
Kb: Kilobase
LCR: Liquido Cefalorraquideo
LD: Linkage Disequilibrium (Desequilibrio de Ligamiento)
LES: Lupus Eritematoso Sistémico
LPS: Lipopolisacarido
LT-A: Lymphotoxin A (Linfotoxina A)
LT-B: Lymphotoxin B (Linfotoxina B)
MAPT: Microtubule Associated Protein TAU (Proteina Asociada a Microtubulos TAU)
Mb: Megabase
Abreviaturas
MBP: Myelin Basic Protein (Proteina Basica de la Mielina)
MGB: Minor Groove Binder (de union al surco menor del DNA)
M HC: Major Histocompatibility Complex (Complejo Mayor o Principal de
Histocompatibilidad)
MHC2TA; MHC class II Trans activator (Activador de la Transcripciôn de Moléculas de 
MHC de clase II)
M IF: Macrophage Inhibitory Migration Factor (Factor Inhibidor de la Migraciôn de 
Macrôfagos)
M RI: Magnetic Resonance Imaging (Imagen de Resonancia Magnética)
NADP(H): Nicotinamida Adenina Dinucleotido fosfato 
NF-kB: Nuclear Factor kB  (Factor Nuclear kB )
NK: Linfocito Natural Killer (linfocito citolitico natural)
N K T: Linfocito T Natural Killer (linfocito T citolitico natural) 
nNOS: neuronal Nitric Oxide Syntase (Oxido Nitrico Sintasa neuronal)
NOS2A: Nitric Oxide Synthase 2A (Oxido Nitrico Sintasa 2A)
NO: Nitric Oxide (Oxido Nitrico)
OCTN: Organic Cation Transporter (Transportador de Cationes Organicos)
OPN: Osteopontina 
OR: Odds Ratio
PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
PCR-SSOP: Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Oligonucleotid Probe (PCR con 
sondas especificas de secuencia)
RNA: Ribonucleic Acid (Acido Ribonucleico)
SNC: Si sterna Nervioso Central
SNP: Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismos de un Ünico Nucleôtido)
ST AT: Signal Transducers and Activators o f Transcription (Transductores de Senal y 
Activadores de la Transcripciôn)
TAC: Tomografïa Axial Computerizada
TDT: Test de Desequilibrio de Transmisiôn
TEC: Thymic Epitelial Cells (Células Epiteliales Timicas)
TGF-P: Transforming Growh Factor Beta (Factor de Crecimiento Tumoral Beta)
Th: Linfocito T helper
Tm: T melting (Temperatura de desnaturalizaciôn)
TNF: Tumour Necrosis Factor (Factor de Necrosis Tumoral)
Abreviaturas
VIP: Vasoactive Intestinal Peptide (Péptido Intestinal Vasoactivo)
VLA-4: Very Late Antigen-4
VNTR: Variable Number o f Tandem Repeats (Repeticiones en tandem de numéro variable 
de veces)
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IN T R O D U C C IO N
■ DEFINICIÔN Y CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LA ESCLEROSIS 
MULTIPLE
La Esclerosis Multiple (EM) es una enfermedad crônica inflamatoria que afecta 
al Sistema Nervioso Central (SNC) y al nervio ôptico. En ella se produce una 
destrucciôn de las vainas de mielina que recubren los axones de las neuronas, lo que se 
traduce en alteraciones de uno o mas sistemas funcionales en los individuos afectados. 
La causa exacta de la enfermedad a dia de hoy se desconoce; sin embargo, los avances 
en el conocimiento de los eventos moleculares que tienen lugar en esta patologia ban 
sido espectaculares en los ùltimos anos, lo que arroja nuevas pistas sobre la etiologia y 
permite dirigir los pasos hacia determinadas vias de investigaciôn. La Esclerosis 
Multiple es una de las principales enfermedades neurolôgicas entre los jôvenes en los 
paises desarrollados y, en nuestro pais, es la segunda causa de discapacidad en dicho 
sector de la poblaciôn tras los accidentes de trâfîco. Se caracteriza principalmente por la 
presencia de:
1. Brotes: los pacientes debutan con un brote que puede afectar a uno o varios 
sistemas funcionales (piramidal, cerebeloso, sensitivo, visual, etc.) repercutiendo 
en su movilidad, visiôn, lenguaje, etc. A este brote le suele seguir un periodo de 
remisiôn con recuperaciôn total o parcial de las capacidades mermadas. Los 
brotes se van repitiendo a intervalos de tiempo que varian de unos enfermos a 
otros.
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2. Desmielinizaciôn: los axones neuronales, debido a la intervencion de células del 
sistema inmune que se activan por causas hasta el momento no del todo 
conocidas, pierden parte de su vaina de mielina interrumpiéndose asi la 
transmisiôn del impulso nervioso (Figura 1). La subsiguiente pérdida axonal se 
concentra en focos de desmielinizaciôn que pueden detectarse mediante técnicas 
de imagen como la resonancia magnética o MRI (del inglés Magnetic Resonance 





Vaina de mielina  
con EM
Mielina dafiada
Figura I. Comparaciôn entre nervio normal y nervio 
danado en la esclerosis multiple (Mayo Foundation for 
Medical Education and Research).
3. Autoanticuerpos: aparecen anticuerpos autorreactivos dirigidos ffente a 
proteinas présentes en el SNC, como la Proteina Bâsica de la Mielina (MBP, del 
inglés Myelin Basic Protein) y otras, que se detectan en Liquide Cefalorraquideo 
(LCR). Esto ha hecho que se plantée un posible origen autoinmune de la 
enfermedad.
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La valoraciôn de la discapacidad se realiza segùn la Escala de Discapacidad de 
Kurtzke (EDSS, del inglés Expanded Disability Status Scale) [1] que describe las 
alteraciones correspondientes a cada uno de los 20 niveles en una escala de 0 hasta 10 
(en intervalos de media unidad), siendo el ultimo nivel la muerte por EM. Con esta 
escala se hace el seguimiento de la evoluciôn clinica de los enfermos y se emplea en la 
valoraciôn de la respuesta a tratamiento en los ensayos clinicos. A pesar del 
signifîcativo impacto que la enfermedad tiene en la calidad de vida de los pacientes, su 
esperanza de vida es tan sôlo ligeramente inferior a la de la poblaciôn sin EM.
■ PREVALENCIA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE
La EM tiene una prevalencia que oscila dependiendo del area geogrâfica que se 
considéré. En términos générales, se estima que es de 60-100 casos por cada 100.000 
habitantes, pero en los paises desarrollados (Europa Occidental, Estados Unidos, 
Canada, Nueva Zelanda y Australia) esta prevalencia es mucho mayor que en el resto. 
En contraposiciôn, en Asia, Africa y América del Sur y Central se encuentra un bajo 
numéro de afectados y las cifras estân por debajo de ese intervalo. Se ha observado 
ademâs que parece existir un gradiente Norte-Sur en el numéro de casos, de tal modo 
que en paises mas frios del Norte de Europa y zona norte de Estados Unidos y Canada 
hay mayor prevalencia que en paises centroeuropeos o en zonas centrales de Estados 
Unidos, y en éstos mas que en los paises Mediterrâneos y del Sur de Estados Unidos 
[2].
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■ FORMAS CLINICAS EN LA ESCLEROSIS MULTIPLE
Se considéra que hay cuatro formas clinicas de la enfermedad segùn su 
evoluciôn [3]:
^  Remitente-Recurrente (EM-RR): es la forma en la que alteman brotes 
con afectaciôn de uno o mas sistemas funcionales, con periodos de remisiôn de 
la sintomatologia en los que normalmente se recuperan las capacidades perdidas. 
Generalmente, con el tiempo, la recuperaciôn de las funciones alteradas pasa a 
ser incompleta y con cada brote aumentan las secuelas (Figura 2).
Figura 2. Forma clinica Remitente-Recurrente. Los 
enfermos suffen brotes a los que siguen periodos de 
remisiôn.
Secundaria Progresiva (EM-SP): aparece normalmente en una fracciôn 
alta de los enfermos que debutaron con EM-RR; en ellos hay un momento en el 
curso de la enfermedad en el que no es posible discemir entre un brote y el 




Figura 3. Forma clinica Secundaria-Progresiva. Tras presentar durante un tiempo un 
cuadro EM-RR, la recuperaciôn de las capacidades es cada vez menor y el empeoramiento 
se vuelve constante con algunos picos de sintomatologia.
Primaria Progresiva (EM-PP): esta caracterizada por un deterioro 
continuo desde el mismo inicio de la enfermedad, siendo esta forma muy 
agresiva y de râpida progresiôn (Figura 4).
Figura 4. Forma clinica Primaria-Progresiva. Los 
enfermos no muestran los caracteristicos brotes, sino que 
el empeoramiento es progresivo y sin recuperaciôn de 
las capacidades perdidas.
Progresiva Récurrente (EM-PR): desde su inicio présenta claras 
recaidas con o sin recuperaciôn compléta. Los periodos entre brotes se 
caracterizan por una continua regresiôn. Esta forma clinica se encuentra en muy 
baja proporciôn y es la mas agresiva de todas (Figura 5).
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Figura 5. Forma clinica Progresiva-Recurrente. Los enfermos 
empeoran desde el comienzo y adicionalmente tienen episodios de 
agravamiento y posterior recuperaciôn parcial.
La EM es una patologia que, independientemente del area geogrâfica, afecta a 
las mujeres en doble proporciôn que los hombres, como sucede en otras enfermedades 
de naturaleza inflamatoria como la Artritis Reumatoide (AR), Enfermedad Inflamatoria 
Intestinal (EU) y Enfermedad Celiaca (EC). Suele aparecer en personas jôvenes con 
edades comprendidas entre los 20 y los 40 anos, aunque también se encuentran casos en 
los que la edad de debut baja hasta apenas los 3 anos u otros en los que la 
sintomatologia comienza en la vejez.
■ MODELO ANIMAL DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE
Muchas enfermedades complejas tienen un modelo animal que présenta 
similares caracteristicas a la enfermedad en el hombre. Estos modelos équivalentes 
resultan de gran utilidad en el estudio del origen de la enfermedad, los mecanismos
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moleculares subyacentes, o las posibles terapias en el hombre, maxime cuando la 
etiologia parece ser tan compleja como en este caso.
Para la EM existe un modelo en roedores (ratones, ratas y cobayas) denominado 
Encefalomielitis Experimental Autoinmune o EAE {Experimental Autoimmune 
Encephalomyelitis). La inflamaciôn del SNC es inducida en los animales por la 
inyecciôn prolongada de proteinas de la mielina que, en condiciones normales, 
producen los oligodendrocitos que recubren los axones neuronales, y ffente a las que se 
ban encontrado anticuerpos en enfermos de EM. No obstante, la apariciôn de la 
enfermedad no se produce en todos los animales expuestos a esta proteina, sino solo en 
unos cuantos que parecen estar predispuestos genéticamente. La EAE muestra a su vez 
algunas diferencias con la EM en cuanto a la evoluciôn de la enfermedad, ya que el 
empeoramiento de los sintomas en la EAE es progresivo desde el principio y no 
présenta los tipicos brotes y remisiones; se podria decir que en el modelo murino solo 
existe la forma primaria progresiva [4, 5]. Pese a estos inconvenientes, es el ùnico 
modelo del que disponemos para los ensayos y por ello estos roedores tienen gran valor 
cientifico.
Un hecho particularmente curioso es el que se produjo cuando Pasteur, en el 
siglo XIX, estaba desarrollando la vacuna de la rabia. Varios individuos mostraron una 
sintomatologia similar a la presentada por los ratones a los que se les induce la EAE, 
después de inyectarles una vacuna profilâctica post-exposiciôn que habia sido cultivada 
en conejos con rabia. La introducciôn de tejido nervioso de esos conejos en los 
afectados habria propiciado una respuesta del sistema inmune, no sôlo dirigida ffente al 
virus de la rabia, sino también ffente a antigenos del propio sistema nervioso. Se podria 
decir que esa sintomatologia observada en las personas vacunadas responderia a la 
versiôn humana de la EAE.
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■ DIAGNOSTICO DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE
El diagnôstico de los pacientes se lleva a cabo atendiendo a varios criterios. En 
el ano 1983, Poser y colaboradores establecieron sus criterios de diagnôstico [6] (Tabla 
1). Posteriormente ban aparecido otros autores que los ban revisado y modificado, como 
sucede con los criterios que el grupo de McDonald propuso en el ano 2001 [7] y que 
permiten un diagnôstico precoz.
Tabla 1. Criterios de diagnôstico de Poser y colaboradores [6],_________________________
Esclerosis Multiple Clinicamente Confirmada
1. Dos brotes, y evidencias clinicas de dos lesiones distintas.
2. Dos brotes, evidencias clinicas de uno de ellos, y evidencias 
paraclinicas de otra lesiôn distinta.
Esclerosis Multiple Confirmada con Apoyo de Datos de Laboratorio
1. Dos brotes y evidencia clinica o paraclinica de una lesiôn + 
bandas oligoclonales en LCR o IgG elevada.
2. Un brote y evidencia clinica de dos lesiones separadas + 
bandas oligoclonales en LCR o IgG elevada.
3. Un brote, evidencia clinica de una lesiôn y paraclinica de 
otra lesiôn separada + bandas oligoclonales o IgG elevada.
Esclerosis Multiple Clinicamente Probable
1. Dos brotes y evidencia clinica de una lesiôn.
2. Un brote y evidencia clinica de dos lesiones separadas.
3. Un brote, evidencia clinica de una lesiôn y paraclinica de 
otra lesiôn separada.
Esclerosis Multiple Probable con Apoyo de Datos de Laboratorio
1. Dos brotes y bandas oligoclonales o IgG elevada.
Paraclinica = potenciales evocados, TAC o MRI; Al menos ban de existir 2 
bandas oligoclonales en LCR y ninguna en suero.______________
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Posteriormente se han seguido publicando nuevas revisiones de los criterios 
tanto por parte de otros autores [8] como por el mismo Poser en el ano 2006 [9].
■ TRATAMIENTO DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE
En la actualidad existen varias terapias en uso (ej. interferôn-beta), y varios 
fârmacos en diferentes fases de ensayo clinico (ej. anticuerpos monoclonales anti-a4pi). 
La elecciôn de un tratamiento u otro depende de la forma clinica que présente el 
enfermo, la evoluciôn de la enfermedad, la tolerabilidad al tratamiento, etc.
Los fârmacos que se emplean en los pacientes que debutan con la forma 
Remitente-Recurrente son los que se detallan en la Tabla 2:
Tabla 2. Fârmacos empleados en el tratamiento de EM en su forma Remitente- 
Recurrente. En la columna de la derecha se especifican los nombres 
comerciales por los que son conocidos.
Interferôn-beta (IFN-P) 1 a Avonex®, Rebif®
Interferôn-beta (IFN-P ) 1 b Betaferon®
Acetato de Glatiramer (GA) Copaxone®
Anti-VLA4 o Natalizumab Tysabri®
Mitoxantrone Novantrone®
El mecanismo de actuaciôn del IFN-P no se conoce bien. Su descubrimiento fue 
azaroso ya que comenzô a administrarse en un intento por tratar lo que se pensaba que
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eran procesos virales crônicos [10]. Se produjo su aprobaciôn como tratamiento para la 
EM a pesar de que la administraciôn de esta citoquina no resultaba tan efectiva en el 
caso del modelo experimental, la EAE, lo cual demuestra que no siempre el modelo 
animal de una enfermedad es fiel refiejo de su équivalente en humanos. En estos 
ùltimos, el tratamiento con IFN-p muestra buenos resultados a nivel de MRI, donde se 
puede apreciar una disminuciôn de las areas danadas del SNC. Los resultados a corto 
plazo en la forma remitente-recurrente son tan solo aceptables, ya que un porcentaje 
elevado de los pacientes (-35%) no responden al tratamiento con IFN-P y no 
experimentan una reducciôn en la tasa de brotes en comparaciôn con la tasa de brotes 
previa al inicio del tratamiento con este fârmaco. La eficacia a largo plazo en los 
enfermos que presentan esta forma clinica, asi como la eficacia inmediata o a corto 
plazo en las otras formas mas severas es dudosa [11] y por ello existen otras terapias 
altemativas para estos casos. Otro descubrimiento fortuito fue el del Acetato de 
Glatiramer (GA, del inglés Glatiramer Acetate) como tratamiento para la EM, ya que en 
un origen se pensô que la administraciôn de este copolimero sintético a roedores 
produciria la exacerbaciôn de la sintomatologia en la EAE. Sin embargo, el efecto 
observado fue el opuesto al esperado: los animales experimentaron una mejoria, y tras 
los ensayos clinicos exitosos en humanos comenzô su administraciôn en los enfermos 
de EM [10]. Cuando la terapia inmunomoduladora (IFN-P y GA) no suite efecto, se 
pasa a los fârmacos de segunda linea como el mitoxantrone y el natalizumab.
El Natalizumab es uno de los ùltimos fârmacos incorporados al mercado para el 
tratamiento de la forma EM-RR. Se trata de un anticuerpo monoclonal anti-VLA-4 
(comercializado como Tysabri®) que va dirigido contra la cadena a de la integrina a4pi. 
La eficacia de este tratamiento radica en que, con el bloqueo de esta integrina, se impide 
la migraciôn de linfocitos al SNC consiguiendo mas de un 90% de reducciôn de las
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lesiones en MRl y del 50% en los brotes o récidivas, segùn un ensayo de 6 meses de 
duraciôn [12]. También bloquea la acciôn de la integrina a4p7. Actualmente este 
fârmaco estâ en la fase IV de ensayo clinico en Europa (estudio observacional de 
seguridad post-comercializaciôn). En el ano 2005, dos pacientes que estaban siendo 
tratados con esta sustancia en terapia combinada con IFN-P, fallecieron debido a una 
infecciôn cerebral llamada Leucoencefalopatia Multifocal Progresiva, tal y como la 
prensa difundiô. Esta afecciôn estâ producida por el virus JC que es muy ffecuente en la 
poblaciôn (aproximadamente el 80% de las personas tiene anticuerpos frente a él) pero 
que sôlo causa danos en aquellos enfermos con una severa inmunodepresiôn, como 
sucede en algunos pacientes con HIV. Parece que este anticuerpo monoclonal, al 
impedir la migraciôn de células del sistema inmune hacia el SNC, de]a “indefenso” al 
cerebro ante cualquier patôgeno, y en esos casos este virus oportunista fue responsable 
de la muerte de los pacientes. Como medida cautelar se suspendieron todos los ensayos 
que se estaban llevando a cabo y su comercializaciôn. Tras un estudio de seguridad, se 
permitiô de nuevo su prescripciôn y comercializaciôn como monoterapia para la EM.
Los pacientes que presentan la forma Secundaria-Progresiva con brotes pueden 
benefïciarse de terapia inmunomoduladora (IFN-P). En ausencia de recaidas, se pueden 
valorar tratamientos como el mitoxantrone, en funciôn del grado de progresiôn del 
deterioro neurolôgico. No obstante, la potencial toxicidad de esta droga hace que sea 
conveniente estimar los riegos y beneficios para cada paciente antes de su prescripciôn.
Para la forma Primaria-Progresiva no existe a dia de boy ningùn fârmaco que 
Irene la evoluciôn de la enfermedad, y en el caso de la forma Progresiva-Recurrente, se 
puede valorar la administraciôn del mitoxantrone cuando el curso de la enfermedad es 
muy agresivo, con muchos picos de exacerbaciôn.
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■ ETIOLOGIA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE
Las causas que originan la enfermedad en un individuo aùn no se conocen con 
exactitud aunque se ha avanzado bastante en estos ùltimos anos. Los estudios realizados 
hasta la fecha apoyan un origen multifactorial de la EM en el que déterminantes 
genéticos y ambientales interactùan hasta desembocar en una alteraciôn de la respuesta 
inmune en ciertos individuos genéticamente susceptibles. Este hecho tendria como 
consecuencia un proceso inflamatorio descontrolado, que se traduciria en enfermedad.
- Factures ambientales
Entre los factores ambientales que pueden estar participando en la apariciôn de 
la enfermedad se barajan varias posibilidades. Entre ellas se postulan el estilo de vida o 
la migraciôn hacia paises de mayor incidencia [13], lo que explicaria el nùmero de casos 
notablemente superior en los paises desarrollados. También se postula que la infecciôn 
por ciertas bacterias y virus influya en la apariciôn de la EM [14, 15], ya que se ban 
detectado anticuerpos frente a ellos en pacientes. Entre los virus mas estudiados estân el 
virus Epstein-Barr (EBV) [16], el Citomegalovirus (CMV) [17] y el Herpesvirus-6 
(HHV-6) [18, 19], todos ellos pertenecientes a la familia Herpesviridae.
No se conocen con exactitud los mecanismos por los que estos virus podrian 
inducir la apariciôn de EM. Se ha planteado que la existencia de homologia entre 
péptidos virales procesados por las células presentadoras de antigenos y algunos 
péptidos présentes en SNC (vainas de mielina) promueve, una vez controlada la 
infecciôn viral, una respuesta inmune alterada frente al antigeno que se encuentra en el
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SNC [20]. Por otra parte, algunos virus de esta familia han desarrollado estrategias de 
inmunoevasiôn dirigidas frente a las moléculas presentadoras de antigeno tanto de MHC 
de clase I como de clase II. El CMV es capaz de inhibir la expresiôn de estas moléculas, 
de deslocalizarlas secuestrândolas en vesiculas y de sintetizar otras sustitutivas para 
evitar ser descubiertos por el sistema inmune del hospedador [21-23]. En cualquier caso, 
no se sabe con exactitud como este hecho podria alterar la respuesta inmunolôgica hasta 
desembocar en la pérdida axonal que se produce en la EM.
- Factores genéticos
Por otro lado, la sospecha de la existencia de un componente genético en la 
apariciôn de la enfermedad fue confîrmada por estudios de agregaciôn familiar. Se 
observô que dentro de una familia que presentaba algun caso de EM, la probabilidad de 
que otro familiar estuviera afectado por EM era significativamente mayor que la 
probabilidad de que un individuo del resto de la poblaciôn tuviera EM. Conforme a esto 
se defîniô el paramètre X, que représenta la relaciôn existente entre la prevalencia entre 
familiares de enfermos y la prevalencia en la poblaciôn general:
Prob. Familia
A  = - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Prob. Pobiaciôn General
También se han realizado estudios en gemelos monocigôticos y dicigôticos, 
observândose una concordancia de 6 a 11 veces superior en los primeros frente a los 
segundos [24]. Entre hermanos no gemelos la concordancia también es superior al resto
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de la poblaciôn. Asi, el paramètre Xs (siblings -hermanos-) es aproximadamente 30 (la 
prevalencia de la enfermedad entre los hermanos de un paciente de EM es unas 30 veces 
superior a la existente en la poblaciôn general) [25, 26].
La localizaciôn de regiones candidatas a influir en la apariciôn de la EM, asi 
como en otras enfermedades poligénicas, se realizô con estudios de ligamiento llevados 
a cabo en familias multiplex, es decir, con varios afectados en dos o mas generaciones 
[27, 28]. Con ellos se identificaron diversas regiones del genoma que mostraban picos 
de asociaciôn con la enfermedad. De esta forma se buscan posibles alteraciones 
genéticas que se estân transmitiendo de los enfermos de una generaciôn a los de las 
generaciones siguientes. Hasta la fecha se han llevado a cabo multiples estudios de 
barri do genômico cuya fmalidad es la de identificar los loci que contienen genes de 
susceptibilidad [29].
Entre las regiones genéticas descritas, la mâs importante es la del Complejo 
Mayor de Histocompatibilidad (MHC), que contiene genes implicados en la respuesta 
inmune, y que se revisa con mâs detalle a continuaciôn. A pesar de ser el principal locus 
asociado hasta ahora, él sôlo explicaria el 30% del componente genético de la 
enfermedad, dejando una fracciôn importante por explicar con otros genes [26].
- Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)
El Complejo Mayor de Histocompatibilidad o MHC (Major Histocompatibility 
Complex) es una regiôn cromosômica con una elevada densidad de genes relacionados 
con la respuesta inmune. Esta denominaciôn es genérica ya que es una zona muy
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conservada y estâ présente en numerosas especies. En el hombre, el MHC se conoce 
como Antigeno Leucocitario Humano o HLA por sus siglas en inglés (Human 
Leukocyte Antigen) y estâ localizado en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21) (véase 
esquema de la pâg. 30, Figura 6a). Tradicionalmente esta region se ha divido en très 
Clases. El MHC de Clase I en humanos es el que estâ situado mâs proximo a la region 
telomérica, el MHC de Clase II es el mâs proximo al centrômero y entre la Clase I y la 
Clase II encontramos el MHC de Clase III (Figura 6b).
Esta region cromosômica se extiende hasta 4 Mb, aunque la regiôn clâsica que 
abarca desde el gen DRBl hasta el gen HLA-A ocupa 1 Mb, y estâ caracterizada 
fundamentalmente por dos hechos: en primer lugar, présenta un altisimo grado de 
polimorfîsmo o variabilidad, y en segundo lugar, en ella existe un elevado Desequilibrio 
de Ligamiento (LD, del inglés Linkage Disequilibrium). La variabilidad existente, sobre 
todo en las clases I y II, se debe a que las secuencias de los genes aqui codifïcados 
albergan numerosos polimorfismos que dan lugar a proteinas funcionales con pequenas 
variaciones entre si. Esto hace que un individuo sea probablemente heterocigoto en 
todos los loci y aumente sus posibilidades de identificaciôn y eliminaciôn de mayor 
variedad de patôgenos, y que, por otra parte, sea muy complicado encontrar dos 
individuos no emparentados que sean idénticos.
El LD es un fenômeno genético por el que una determinada combinaciôn de 
alelos situados en distintos loci aparece en la poblaciôn con una frecuencia superior a la 
que se esperaria por azar. Esos alelos conforman un Haplotipo, que cuando estâ muy 
conservado se denomina Haplotipo Ancestral (AH, por las siglas en inglés Ancestral 
Haplotype), y entre ellos es raro el fenômeno de recombinaciôn genética. En otras zonas
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del genoma también existe LD pero este se extiende a fragmentos de unas 40-100 Kb 
mientras que en el caso del HLA la extension que alcanza el LD es considerablemente 
superior (mayor de 15 veces para algunos haplotipos ancestrales como el AH8.1, que 
alcanza mâs de 1 Mb).
Como ya se ha apuntado, los genes codifïcados en el MHC estân directamente 
implicados en la respuesta inmune, especialmente en la presentaciôn antigénica, y se 
agrupan en las très clases citadas;
1. MHC de Clase II
La region de Clase II contiene genes que codifïcan proteinas dedicadas a la 
presentaciôn antigénica, como son DR, DP  y DQ, asi como otros genes accesorios que 
ayudan en la presentaciôn de péptidos (DM, DO, TAPI, TAP2...). Estas moléculas de 
Clase II se expresan en la superficie de todas aquellas células con capacidad 
presentadora: células dendriticas y macrôfagos principalmente; los linfocitos B pueden 
desempenar también esta funciôn y por tanto también las expresan. Las proteinas que 
estas células captan se procesan y reducen a pequenos péptidos de 13-17 aminoâcidos, 
los cuales, unidos a estas moléculas de Clase II, migran a la superficie celular y alli son 
expuestos para que puedan ser reconocidos eventualmente por los linfocitos T C D 4\ En 
el caso de la Esclerosis Multiple, esta regiôn adquiere gran importancia debido a que 
varios estudios de asociaciôn han encontrado una relaciôn entre algunos alelos de la 
molécula DR y dicha enfermedad [30]. En la poblaciôn espanola, al igual que en las
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demâs, el alelo que confiere susceptibilidad a EM es el HLA-DR2 [31], présente en 
aproximadamente el 35% de nuestros enfermos, mientras en los contrôles sanos no 
supera el 18%. Esta es la asociaciôn genética mâs füerte encontrada hasta el momento. 
En anâlisis mâs detallados se ha visto que, a su vez, algunos alelos del gen DR se 
dividen en subtipos. La molécula de DR consta de una cadena a y una cadena p. Tan 
sôlo la cadena p es polimôrfica y por eso para estudiar los subtipos del alelo HLA-DR2 
analizamos la secuencia que la codifica en el gen HLA-DRBl. Asi, el estudio de DR2 
muestra en nuestra poblaciôn los subtipos HLA-DRBl*!501, *1502, *1601 y *1602, 
détectables por técnicas de biologia molecular que se detallarân en otro apartado. En 
EM, el subtipo asociado es el HLA-DRBl*!501 [30], présente en un elevadisimo 
nùmero de los enfermos de EM (92%) que son positivos para HLA-DR2 (35% del total). 
En los individuos sanos que son HLA-DR2 (18% del total) este subtipo estâ en el 77% 
de ellos, porcentaje significativamente inferior al encontrado en los enfermos.
Se han postulado varios mecanismos por los que esta proteina puede estar 
implicada en la apariciôn de la EM. Uno de ellos es que este subtipo concreto, 
DRB1*1501, présente algùn péptido del SNC de manera muy efectiva a linfocitos T 
CD4^ autorreactivos que no fueron eliminados en la selecciôn timica y que, de esta 
manera, se induzca una respuesta inflamatoria que lleve a la desmielinizaciôn de los 
axones neuronales. Otra teoria existente que explicaria su mayor frecuencia en los 
enfermos de EM es la del mimetismo molecular, por la que un péptido de un patôgeno 
muy parecido a otro péptido présente en el SNC es presentado a los linfocitos T CD4^ 
por la molécula MHC de clase II induciendo la respuesta inflamatoria destinada a 
eliminar dicho patôgeno. Una vez eliminado, los linfocitos T activados reconocerian el 
péptido del SNC y se estableceria una respuesta autoinmune [20].
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También existe una fuerte asociaciôn del alelo DQB1*0602 con la 
susceptibilidad a padecer EM. En nuestra poblaciôn, este alelo aparece casi siempre 
conjuntamente con el alelo DRBl *1501 debido precisamente al elevadisimo LD 
existente en esta zona. Asi, es difïcil saber cuâl de los dos alelos es el verdadero 
responsable de la susceptibilidad a la enfermedad. Sin embargo, en estudios realizados 
en otras poblaciones en las que el alelo HLA-DQB1*0602 aparece con cierta frecuencia 
en ausencia del alelo DRBl *1501 y viceversa, el alelo DRBl *1501 con otros alelos 
distintos del DQBl *0602, se ha encontrado asociaciôn del subtipo DRBl *1501 por si 
mismo con la EM [32]. Segùn esto, el responsable de la asociaciôn hallada del haplotipo 
DRBl *1501-DQB1*0602 es el subtipo de DR, y la asociaciôn del DQBl *0602 se debe 
al estrecho LD con DRBl *1501.
No obstante, el mecanismo exacto que incrementa el riesgo a padecer EM se 
desconoce y en cualquier caso estas teorias tan solo explicarian la enfermedad en ese 
porcentaje de pacientes que son HLA-DRBl* 1501 positivos, con lo que aùn quedaria un 
buen nùmero de casos por explicar.
2. MHC de Clase I
Los genes codifïcados en la Clase I originan proteinas que también presentan 
péptidos, pero en este caso procedentes del interior de la propia célula. Algunos de los 
genes codifïcados aqui son HLA-A, B, C, etc. que también son polimôrficos y tienen 
numerosos alelos. Los virus, al infectar las células, emplean la maquinaria celular para
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sintetizar sus propias proteinas. El mecanismo de defensa que tienen esas células 
infectadas es precisamente la presentaciôn de péptidos de unos 8-10 aminoâcidos que 
provienen de la degradaciôn de esas proteinas virales. Los linfocitos T CD8^ o 
citotôxicos se activan al reconocer a las moléculas de Clase I unidas a esos péptidos y 
râpidamente destruyen la célula infectada y con ello el virus. Para evitar el ataque, los 
virus tratan de suprimir la expresiôn de genes de Clase I y asi impedir que la célula que 
han infectado sea destruida por los linfocitos T CD8 . Los organismos neutralizan este 
mecanismo viral gracias a las células NK, que detectan todas aquellas células que no 
expresan Clase I en su superficie y las destruyen. El inconveniente es que muchos virus 
han desarrollado como contraataque métodos de inmunoevasiôn y ellos mismos son 
capaces de producir moléculas similares a las de Clase I.
Interesantemente, en esta zona del MHC se localiza el primer gen que mostrô 
asociaciôn con la Esclerosis Multiple, el gen HLA-B. Concretamente, el alelo B7 resultô 
conferir susceptibilidad a padecer EM [33], aunque un tiempo después se supo que esa 
asociaciôn se debia a que B7 estâ en estrecho LD con DRBl *1501 dentro del haplotipo 
AH7.1 [34].
3. MHC de Clase III
Por ultimo encontramos la Clase IIL que contiene los genes de citoquinas 
inflamatorias y otras proteinas con importante papel en la inmunidad. Entre ellos 
tenemos el gen del Factor de Necrosis Tumoral (77VF), la Linfotoxina alfa (LT-A), la 
Linfotoxina beta (LT-B), y algunos genes del sistema del Complemento. Se han
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estudiado polimorfismos en algunos de estos genes y, como en el caso de la Clase II, se 
han encontrado asociaciones con la enfermedad. Es difïcil a priori saber si el efecto es 
debido a estos genes, ya que también hay LD con los genes de Clase II y aparecen en 
haplotipos ancestrales muy conservados que contienen el alelo de Clase II HLA- 
DRB1*}501. Nuestro grupo describiô la asociaciôn de un Polimorfîsmo de un Solo 
Nucleôtido (SNP) localizado en el promotor del gen 77VF, una transiciôn G ^ A  en 
posiciôn -376, con la EM. Se encontrô que el alelo -376*A esta aumentado en enfermos 
al compararlos con los contrôles y que esta asociaciôn es independiente de la asociaciôn 
encontrada con el alelo HLA-DRBl*!501 [35, 36].
Ademâs de estudiar SNPs en el gen, se estudiaron dos microsatélites localizados 
en ese locus, TNFa y TNFb. Ambos polimorfismos estân en estrecho LD y no aparecen 
todas las combinaciones o haplotipos teôricos posibles en nuestra poblaciôn. En ella se 
vio una asociaciôn muy significativa del haplotipo TNFallb4 con la EM. Este haplotipo 
estâ aumentado en nuestra poblaciôn de enfermos por lo que confiere susceptibilidad a 
padecer EM, pero el motivo de esta asociaciôn es que dicha combinaciôn alélica es mâs 
ffecuente en el contexto del AH 7.1, que contiene la variante DRBl *1501, y por tanto la 
asociaciôn del TNFallb4  es dependiente de DR.
Aunque el objeto de esta tesis no es el anâlisis de la susceptibilidad conferida 
por el MHC, habrâ que tenerlo en cuenta para justificar la estratificaciôn que hacemos 
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■ GENETICA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE
Los estudios genéticos que se han desarrollado hasta hace poco con la fmalidad 
de conocer mejor la patogénesis de la Esclerosis Multiple, se han centrado 
principalmente en la region del HLA, situada en el cromosoma 6, por ser éste el locus 
que con mâs fuerza se ha hallado asociado en estudios de ligamiento. Como ya se ha 
comentado, el principal factor genético de susceptibilidad a la EM en nuestra poblaciôn 
es el alelo de MHC de clase II DRB1*1501. Se han encontrado otros marcadores 
asociados a esta patologia en genes clase III y I pero, dada la particularidad de que en 
esta regiôn el desequilibrio de ligamiento es elevado, hay veces que distinguir si el 
efecto se debe per se a los polimorfismos de dichos genes o si los responsables son 
otros genes que frecuentemente los acompanan es complicado.
Esta regiôn ha sido extensamente analizada por numerosos grupos y en multitud 
de poblaciones. El hecho de que existan casos de familias en las que, sin que esté 
présente el alelo de HLA que confiere susceptibilidad, DRB1*1501, baya mâs de un 
enfermo de EM apoya la idea de que la carga genética de la enfermedad no reside 
ùnicamente en 6p [37], y que otros genes han de estar interviniendo en la apariciôn de la 
enfermedad. Los enfermos que poseen el principal alelo de susceptibilidad constituyen 
un 40% del total y queda un 60% de enfermos en los que otros factores genéticos asi 
como ambientales han de estar interactuando para originar la enfermedad.
Por todo lo anterior, en este trabajo nos alejamos de este locus y buscamos en 
otras regiones que contienen genes directamente implicados en la respuesta inflamatoria 
o inmune. Ademâs del interés por el estudio puramente genético, tratamos de establecer 
la relaciôn entre alguno de estos genes con factores ambientales, ya que se considéra
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que la interacciôn de genes-ambiente en individuos susceptibles détermina la apariciôn 
de la enfermedad. Dejamos atrâs, pues, el estudio del MHC y comenzamos un recorrido 
por distintos genes con la idea de arrojar un poco mâs de luz acerca del origen de esta 
enfermedad de consecuencias dramâticas.
En las siguientes pâginas se van a detallar los genes que han sido objeto de 
anâlisis en el présente trabajo y los antecedentes que nos han llevado a su estudio en 
nuestros enfermos de Esclerosis Multiple.
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ESTUDIO DE GENES CANDIDATOS
Como ya se ha mencionado y por la gran cantidad de bibliografïa existente, la 
region del HLA en el locus 6p21 juega un papel crucial en la genética de la Esclerosis 
Multiple y de hecho se sospecha que contiene mâs de un gen asociado a la enfermedad 
[37, 38]. Aunque muy influyente, dicha region no explica ni mucho menos el 100% de 
la carga genética de la enfermedad y aùn queda mucho por investigar. La respuesta 
inmunolôgica que surge en esta patologia es muy compleja y numerosos genes podrian 
estar participando en ella de forma muy débil cuando se analizan por separado. La 
acciôn conjunta de todos ellos es la que resultaria fatal.
Una vez que se ha analizado detalladamente este locus se continùa la bùsqueda 
exhaustiva por otras regiones. Los estudios de barrido genômico y de ligamiento han 
senalado determinadas zonas del genoma (cromosoma 17, 19, 12, 5, etc.) como 
candidatas a albergar genes implicados en la etiopatogenia de la EM [39, 40].
En la respuesta inmunolôgica se ponen en marcha mecanismos muy complejos y 
bien regulados de senalizaciôn, transcripciôn y traducciôn, en los que un gran nùmero 
de sustancias (citoquinas, quimioquinas, segundos mensajeros, factores de 
transcripciôn, etc.) entran en juego. La correcta regulaciôn de la expresiôn proteica es 
fundamental para el buen funcionamiento de esta respuesta inflamatoria y cualquier 
alteraciôn en la misma puede derivar en un proceso patolôgico.
Moléculas directamente implicadas en la regulaciôn de la transcripciôn son los 
factores de transcripciôn. Estos son capaces de reconocer determinadas secuencias 
reguladoras en el DNA, o bien unirse a proteinas que a su vez reconocen el DNA, y 
favorecer la transcripciôn de genes.
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En este trabajo, analizamos dos de esos factores de transcripciôn que regulan la 
expresiôn de genes directamente implicados en la respuesta inmunolôgica:
1. MHC2TA: transactivador de la expresiôn de moléculas de MHC de clase 
IL {MHC class II Transactivator).
2. EBF: factor temprano de linfocitos B {Early B-cell Factor).
I.MHC2TA
Este gen recibe el nombre de MHC2TA por sus siglas en inglés, MHC Class II 
Trans Activator, y codifica una proteina que promueve la transcripciôn de los genes 
situados en la regiôn de MHC de clase II, que se denomina CIITA. Abarca unas 42 Kb y 
esta situado en 16pl3, regiôn vinculada con la EM en estudios de ligamiento [26, 39]. 
Posee 4 promotores diferentes conocidos como pl, pll (del que no se conoce la funciôn 
ni donde se expresa), pIII y pIV en una amplia regiôn reguladora (Figura 7), que son 
responsables de la expresiôn de este gen en células dendriticas, linfocitos B, y astrocitos 
y microglia, respectivamente [41]. Cada uno de ellos precede a un primer exôn diferente 
para cada promotor, que por splicing se une al resto de los exones en comùn, 
eliminando los otros promotores y su exôn adyacente [42].
pi pli plll plV Bxon 2
j i ___________ ÉL__________ r f  R f
Figura 7. Esquema de la regiôn promotora del gen MHC2TA. Tiene cuatro promotores 
diferentes, cada uno con su propio exôn 1, que pueden dar lugar a cuatro trânscritos 
diferentes. El resto de los exones son comunes [41].
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Este transactivador es el principal regulador de la activacion de la transcripciôn 
de las moléculas de MHC de clase II, como vimos, esenciales para la presentaciôn de 
antigenos a los linfocitos T CD4% y otros genes accesorios en la presentaciôn antigénica 
(cadena invariante o li, DM, DP). También participa, aunque en menor grado, en la 
transcripciôn de otros genes situados en MHC de clase I [43]. Las células dendriticas, 
linfocitos B, macrôfagos y células epiteliales timicas (TEC) expresan MHC2TA de 
manera constitutiva, mientras que en otros tipos celulares la expresiôn puede ser 
inducida por diferentes factores, siendo el principal y mâs potente de ellos el IFN-y. Por 
el contrario, moléculas como TGF-p, IFN-p e IL4 actùan como represores de MHC2TA 
[44].
Dado que la producciôn de las moléculas de MHC de clase II depende 
directamente de la expresiôn de MHC2TA, todos los factores reguladores que acabamos 
de citar afectan indirectamente a la expresiôn de estas moléculas presentadoras de 
antigenos. Los genes situados en MHC de clase II presentan promotores complejos. 
CIITA actùa como co-activador sin llegar a unirse directamente al DNA sino a través de 
otros factores unidos al promotor. Asi surge un complejo proteico llamado 
“enhanceosoma” en el que CIITA es crucial, que serâ el punto de partida para la puesta 
en marcha de la maquinaria de la transcripciôn [44].
La represiôn de CIITA tiene por tanto, como lôgica consecuencia, la inhibiciôn 
de la sintesis de moléculas de MHC de clase II. Este hecho repercute en la normal 
presentaciôn antigénica y defensa del organisme frente a patôgenos dado que no se 
produce la respuesta inmunolôgica pertinente. No hay que olvidar que, aunque en menor 
grado, también se suprime la expresiôn de moléculas de clase I.
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Una de las terapias que podria resultar efectiva en el tratamiento de la EM es el 
uso de las estatinas [45], aunque los mecanismos por los que estas moléculas ejercen 
efectos inmunomoduladores y anti-inflamatorios, tratândose de drogas que normalmente 
se emplean para disminuir los niveles de colesterol ya que inhiben la sintesis de la 
HMG-CoA, siguen siendo debatidos. Estos fârmacos inhiben la expresiôn de genes de 
MHC de clase II, aunque de momento no se conoce bien cuâl es su mecanismo de 
acciôn [46, 47]. Teniendo esto en cuenta, séria interesante estudiar si caracteristicas 
heredadas influyen en la variaciôn en la respuesta al tratamiento de cada individuo. 
Muchos fârmacos que hoy en dia se administran para el tratamiento de enfermedades 
como la Esclerosis Multiple, interaccionan directa o indirectamente con los genes y su 
expresiôn. Variaciones genéticas en determinados enfermos podrian hacer que la 
actividad de los fârmacos se viera alterada de forma que el efecto que producen se 
potenciase o disminuyera. Esa podria ser una manera de explicar en parte porqué en 
unos enfermos el tratamiento tiene éxito mientras que en otros no se produce mejoria de 
la clinica, o inclusive, la administraciôn résulta contraproducente. El estudio en detalle y 
el conocimiento de los factores genéticos que afectan a la respuesta de un individuo 
enfermo a cierto fârmaco, podria ayudar a saber a priori si ese fârmaco producirâ el 
efecto esperado o no frente a la patologia a tratar. Este tipo de estudios constituyen el 
campo de la “farmacogenética”, que mâs adelante serâ abordada en otro de los anâlisis 
realizados en esta tesis. Con esa informaciôn se podrian desechar algunos tratamientos 
sin llegar a administrârselos a determinados enfermos, lo que supondria un ahorro 
econômico considerable al Sistema Nacional de Salud, y se escogerian otros 
tratamientos mâs efectivos desde el principio, lo que supondria también un benefîcio 




Estudios desarrollados por un grupo en Artritis Reumatoide, infarto de 
miocardio y Esclerosis Multiple en poblaciôn britânica [48], asi como los realizados en 
nuestro laboratorio en enfermedades como EU (CU y Enfermedad de Crohn) y AR [49], 
arrojaron resultados dispares encontrândose asociaciôn tan sôlo en el segundo caso. En 
dicho estudio se analizô una transiciôn A->G situada en posiciôn -168 del promotor III 
(pIII) y una transversiôn G ^ C  exônica en la regiôn codificante (exôn 11).
Por todo esto creemos que este gen es un buen candidato para estudiar su 
implicaciôn en la susceptibilidad a EM ya que el proceso de presentaciôn antigénica 
parece jugar un importante papel en esta enfermedad en la que existe una respuesta 
inmunolôgica alterada frente a antigenos propios présentes en el SNC. Con esta 
fmalidad nos centramos en dos de los marcadores que incluyeron Swanberg y 
colaboradores en su trabajo [48], que son el SNP del promotor del gen MHC2TA en 
posiciôn -168 y la transversiôn del exôn 11.
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2 .  MHC2TA y  s u  r e l a c i ô n  c o n  i n f e c c i ô n  v i r a l
Entre los métodos de inmunoevasiôn de algunos parâsitos intracelulares se ha 
descrito la represiôn de la expresiôn de moléculas presentadoras de antigeno. El 
citomegalovirus humano (CMV) codifica inhibidores de la ruta de presentaciôn de 
antigenos mediada por moléculas de MHC de clase I y clase II. Este virus es capaz de 
utilizar la maquinaria de las células que parasita para producir proteinas (US2, US3, 
etc.) que impiden la expresiôn en superficie de moléculas de clase II y promueven su 
deslocalizaciôn en el citoplasma celular [22, 23, 50, 51]. Esto parece indicar que la 
presentaciôn de antigenos endôgenos a los linfocitos T CD4^ por parte de la clase II es 
importante en la lucha contra las infecciones virales, aunque la presentaciôn de esos 
antigenos se lleve a cabo principalmente mediante moléculas de MHC de clase I y vaya 
dirigida a los linfocitos T C D 8\
Otra tâctica para impedir la expresiôn de moléculas de DR en la superficie de 
células infectadas es la empleada por el Herpes Virus Simplex-1 que codifica una 
proteina llamada glicoproteina B capaz de sustituir a la cadena invariante (li) y que 
permanece unida en lugar de ella a las moléculas de DR (MHC de clase II). En lugar de 
liberar el sitio de uniôn de estas moléculas presentadoras en el momento en que un 
péptido antigénico aparece, la glicoproteina B permanece unida sin permitir la normal 
presentaciôn antigénica. Ademâs, altera la localizaciôn de las moléculas de DR 
mediante su “secuestro” dentro de las vesiculas [21].
Debido a que los mecanismos de escape de varios virus al sistema inmune 
afectan a la presentaciôn antigénica por parte de las moléculas de MHC de clase II [51], 
parece lôgico pensar que la existencia de alteraciones en los genes que regulan la 
transcripciôn de las mismas, como es el caso del gen MHC2TA, pueda afectar al
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desenlace final de esa inmunoevasiôn. Por esto, y por las razones expuestas en el 
apartado anterior que justifican la idoneidad del anâlisis de este gen, estudiamos los 
mismos marcadores antes citados en relaciôn al estatus viral en suero de nuestros 
pacientes de EM.
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3 .  EBFl {Early B-cell Factor)
Esta molécula llamada EBF {Early B-cell Factor) pertenece a una familia de 
factores de transcripciôn présenté en mamiferos que estâ implicada en diversos aspectos 
del desarrollo. Todos los miembros de esta familia, a la que también se conoce por otros 
nombres como Olf, 0 /E  o COE (Collier-Olf-EBF), presentan dominios de uniôn al 
DNA altamente conservados. Ademâs, tienen motivos que permiten la formaciôn de 
homodimeros, con cierta similitud estructural con los factores de transcripciôn HLH 
(del inglés Helix-Loop-Helix).
Se expresa en los linfocitos B durante su desarrollo en todos los estadios excepto 
en el de célula plasmâtica [52]. También se expresa en los adipocitos y en tejido 
nervioso interviniendo en el desarrollo neuronal.
La funciôn principal de este factor de transcripciôn es la activaciôn de genes 
necesarios para el reordenamiento de los genes V(D)J y el ensamblaje de los receptores 
de antigeno de los linfocitos B (BCR). El defecto en su expresiôn conlleva alteraciones 
en el desarrollo que afectan a los linfocitos B y al cerebro [53].
EBF activa directamente a multiples genes en el desarrollo temprano de los 
linfocitos B y su papel parece ser crucial dado el efecto dramâtico observado en 
animales que carecen de él [54], aunque en esta tarea parece muy importante su 
interacciôn con otros factores [52]. El gen EBFl forma parte de una red de factores de 
transcripciôn en la que se encuentran E2A y Pax5, que détermina el desarrollo de los 
linfocitos B. La regulaciôn de la expresiôn de EBFl estâ regulada por factores de esa 
misma red como por ejemplo E2A, y por si mismo, uniéndose a su propio promotor.
El gen EBFl estâ localizado en el brazo largo del cromosoma 5 (5q34). Dado 
que hasta la fecha no se han llevado a cabo ensayos genéticos con este factor de
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transcripciôn, sôlo hay datos de estudios funcionales en la literatura. El estudio de este 
factor de transcripciôn tiene un doble interés en la EM: por un lado nos interesa mucho 
el papel que juega en el desarrollo de los linfocitos B, ya que ellos son responsables de 
la producciôn de anticuerpos autorreactivos que se han identifîcado en estos pacientes 
[55], y por el otro, debido al papel que juega esta molécula en la migraciôn axonal y en 
la maduraciôn de las neuronas. Para tratar de analizar el papel que juega este gen en la 
enfermedad nos centramos en el estudio de dos marcadores seleccionados atendiendo 
ùnicamente a paramètres genéticos por no haber descrito ninguno con papel funcional: 
un SNP situado en el intrôn 7 y un microsatélite dinucleotidico (CA)n que se encuentra 
en el intrôn 6 del gen.
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La regulaciôn de la expresiôn de los genes es crucial para que nuestras células 
desempenen una tarea determinada en el momento preciso. El gen EBFl es 
imprescindible para la maduraciôn y supervivencia de los Linfocitos B. El ultimo 
estadio en la maduraciôn de los linfocitos B es el de célula plasmâtica, al que llegan 
gracias a la expresiôn de EBFl en todos los estadios previos, pero en el que la 
inhibiciôn de la expresiôn de este mismo gen es un requisito necesario. Las células 
plasmâticas son las encargadas de producir y secretar inmunoglobulinas. Estas 
moléculas se unen a los antigenos que reconocen, y ellas a su vez, son reconocidas por 
otras células que tienen los receptores adecuados en su membrana. La parte de las 
inmunoglobulinas que es reconocida por esas células es su fragmente cristalizable (Pc), 
y ese reconocimiento se efectùa a través de los receptores para Fc (FcR). Estos 
receptores transducen la senal de las Igs al interior de la célula que los contiene y se 
pone en marcha en ella una respuesta necesaria para poder eliminar el patôgeno 
reconocido por el anticuerpo. El siguiente gen que ha sido objeto de estudio en esta tesis 
estâ muy relacionado con este proceso.
4 .  FcRL3 (Fc Receptor Like-3)
Esta proteina recibe su nombre por tratarse de un “Homôlogo de los Receptores 
clâsicos del fragmento cristalizable de las IgG”. El gen que la codifica estâ situado en el 
cromosoma lq21-23 en un cluster que contiene otros genes FcRL (también conocidos 
como FcRH) como son FcRL 1-6, FcRX y FcRY. Estos genes pertenecen a una familia 
de proteinas muy conservada filogenéticamente; existen ortôlogos en ratôn, perro.
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mono, humano, etc. No se conoce muy bien cuâl es su ligando pero se supone que se 
trata de la region Fc de las IgG por la gran homologia que tiene con los receptores 
clâsicos del fragmento cristalizable. Se trata de moléculas que se expresan en la 
superficie celular salvo en el caso de FcRX, que puede ser intracelular o secretada. La 
expresiôn de FcRL 1-5 se produce principalmente en las células B del centro germinal, 
intrafoliculares y de regiones intraepiteliales, mientras que FcRLô es producida por los 
linfocitos T y NK [56].
Estructuralmente estas proteinas cuentan con una regiôn extracelular compuesta 
por un nùmero variable de 3 a 9 dominios y con una regiôn intracelular que tiene colas 
citoplâsmicas con Motivos de Activaciôn (ITAM) y/o Inhibiciôn (ITIM) basados en 
tirosinas. Esta ùltima caracteristica también se da en los receptores clâsicos. Gracias a 
estos motivos se establece un equilibrio entre senates positivas y negativas que lleva a 
establecer el control de los procesos inflamatorios (defensa) y de prevenciôn de 
alteraciones en ellos que se traducirian en enfermedad [56].
En enfermos de Esclerosis Mùltiple se han encontrado IgGs oligoclonales en 
LCR. Esas IgGs estân dirigidas frente a antigenos localizados en SNC, como la MBP, 
tal y como se exponia al comienzo de este trabajo.
La proteina FcRL3 cuenta con dominios citoplâsmicos que incluyen motivos 
ITAMs e ITIMs [56]. Esto la dota de una elevada complejidad funcional y hace que 
alteraciones en la proteina pudieran tener como consecuencia una desregulaciôn en las 
respuestas de los linfocitos B, que conllevaria la producciôn de anticuerpos 
autorreactivos. Estudios funcionales llevados a cabo han encontrado que existe una 
mayor actividad del promotor de FcRLS medida con un gen ""reporter’" y mayor uniôn 
de éste con NF-kB al analizar el polimorfîsmo situado en su promotor en posiciôn -169. 
En concreto el alelo -169*C, que un grupo japonés encontrô asociado a la Artritis
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Reumatoide [57] asi como un estudio en pacientes neerlandeses [58], es el que parecia 
responsable del aumento de actividad de la expresion del gen. También se ha 
encontrado asociacion de otros polimorfismos del gen FcRL3 con diversas 
enfermedades de naturaleza inflamatoria como la Enfermedad de Graves, la Tiroiditis 
de Hashimoto y el Lupus Eritematoso Sistémico [57, 59].
Ya que todas estas enfermedades comparten algunas caracteristicas de su 
etiopatogenia, nos parecio apropiado el estudio de este gen en el caso de la Esclerosis 
Multiple por ser un buen candidato a participar, al menos, en el ambito de la inmunidad 
humoral de la enfermedad.
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Clâsicamente las respuestas inmunologicas adaptativas desarrolladas por los 
Linfocitos T se ban dividido en dos tipos: Thl y Th2. Esta division, sin embargo, no 
deja de ser una simplificacion de los complejos mecanismos de produccion de 
citoquinas que se ponen en marcha durante la respuesta inmune.
La respuesta de tipo Thl se caracteriza porque en ella se producen numerosas 
citoquinas pro-inflamatorias siendo la mas importante y representativa de todas ellas el 
IFN-y. También se sécréta IL2, TNF-a, IL12, etc. Determinadas enfermedades tienen un 
patron de produccion de citoquinas de tipo Thl, como sucede con la Esclerosis 
Multiple, Artritis Reumatoide, Diabetes tipo 1, Enfermedad de Crohn, etc.
En la respuesta Th2 las citoquinas mayoritarias son IL4, IL5, IL13, etc. 
producidas por los linfocitos T helper 2. Este perfil de produccion de citoquinas es el 
que aparece en respuestas frente a los alérgenos y en algunas enfermedades calificadas 
como autoinmunes tales como la Colitis Ulcerosa.
Las citoquinas, por su estructura, pueden ser de tipo I o de tipo II. Las primeras 
se agrupan porque todas ellas comparten una estructura tridimensional caracteristica 
debida a la existencia de 4 a-hélices y se unen a receptores denominados “receptores de 
citoquinas de tipo 1”. Las citoquinas de tipo II comparten una estructura similar entre si 
y ligeramente diferente a las de tipo I y se unen a “receptores de citoquinas de tipo II”, 
que a su vez tienen distinta estructura que los receptores de citoquinas de tipo I.
En este trabajo analizamos:
1. IL4: citoquina tipo I propia de respuestas tipo Th2
2. IFN-y: citoquina tipo II propia de respuestas tipo Thl
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5 .  I n t e r l e u q u i n a  4  {IL4)
La interleuquina 4 (IL4) es estructuralmente una citoquina de tipo I cuya 
presencia en el ambiente celular favorece la diferenciacion de los linfocitos T hacia un 
perfil de tipo Th2. Las células NKT y los mastocitos se ban sugerido como una fuente 
temprana de IL4 para esos linfocitos T. Ademas de IL4, los linfocitos Th2 producen 
otras citoquinas del mismo tipo, como son la IL5 y la IL13.
Tal y como sucede en caso del IFN-y, la IL4 favorece en los linfocitos B el 
cambio de isotipo de las inmunoglobulinas, pero a diferencia del IFN-y como se vera, el 
isotipo aqui favorecido es el IgE. El mecanismo que emplea esta citoquina Th2 es 
similar al seguido por el IFN-y: tras la union con su receptor, la IL4 pone en marcha la 
via de senalizaciôn JAK-STAT. El factor de transcripciôn que en este caso se activa es 
STAT6. Una vez activado, pasa al nùcleo de la célula donde es capaz de reconocer y 
unirse a una secuencia del DNA (“promoter”) en el gen IL4, y con ello favorece una 
serie de cambios en el mismo que permiten una mayor accesibilidad de la maquinaria 
enzimâtica responsable de la recombinaciôn. El resultado de esa recombinaciôn es la 
expresion de una inmunoglobulina con una region constante correspondiente al isotipo 
IgE (Ce).
Si estudiamos esta citoquina desde el punto de vista de la EM que, como ya se 
ha dicho, es una enfermedad con un patron de produccion de citoquinas tipo Thl, 
siendo el mayor exponente de este grupo el IFN-y, el papel que jugarîa la IL4 séria mas 
bien anti-inflamatorio, y una produccion elevada tenderia a compensar el exceso de 
respuesta Thl en la enfermedad. Sin embargo, en aquellas patologias en las que se 
produce una respuesta mayoritaria de tipo Th2, esta citoquina tiene consecuencias 
nefastas. Eso sucede en enfermedades como el asma o en enfermos atôpicos en los que
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se ha podido encontrar una fuerte relacion con polimorfismos localizados en los genes 
IL4 y de la cadena alfa del receptor de IL4 [60]
El receptor de la IL4 (IL4R) tiene en comùn con IL2, IL7, IL9, IL15 e IL21, la 
cadena gamma comùn (Yc).
El gen de la IL4 esta codificado en el brazo largo del cromosoma 5, dentro de un 
cluster de citoquinas localizado en la banda citogenética 5q23-31. En esta zona también 
se encuentran otros genes que codifican proteinas relevantes asociadas con otras 
enfermedades inflamatorias. Tal es el caso de los transportadores catiônicos OCTNl y 
0CTN2, en cuyos genes SLC22A4 y SLC22A5 se han hallado polimorfismos asociados 
con Artritis Reumatoide [61, 62], diabetes tipo 1 [63] y enfermedad de Crohn [64, 65].
Estudios previos en enfermos de EM no encuentran asociacion de un SNP del 
gen de la IL4 con la susceptibilidad a padecer esta enfermedad [66-70]. También hay 
trabajos realizados en otras enfermedades, como la enfermedad de Graves, en el que 
analizan 4 SNPs del promoter del gen de la IL4 sin hallar asociacion de ninguno de 
ellos con esta patologia [71], en Artritis Reumatoide [72-74] y en Diabetes tipo 1 [75]. 
Un trabajo en poblaciôn japonesa no encontre asociacion de este gen con Diabetes tipo 
1, aunque si le hizo con LES [76].
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6 .  I n t e r f e r ô n - g a m m a  {IFNG)
Es una citoquina pro-inflamatoria que, estructuralmente, se clasifica dentro de 
las citoquinas de tipo II y es producida por linfocitos T y células NK, siendo su 
principal mision la de activar a los macrofagos. Pertenece, junto al IFN-a y al IFN-(3, a 
la familia de los interferones aunque, a diferencia de éstos, es un interferon de tipo II 
(aqui hay que tener cuidado de no confundir el hecho de que sea una citoquina que 
estructuralmente es de tipo II, con la clasificaciôn de los interferones, para mayor 
confusion del lector, en la que el IFN-y se encuadra dentro de los de tipo II).
Se denominaron interferones porque interfîeren con la replicaciôn viral en 
aquellas células infectadas por virus. El IFN-y participa tanto en la inmunidad innata, al 
ser producido por las células NK en respuesta a la presencia de patôgenos o inducidas 
por la acciôn de la IL 12, como en la inmunidad adaptativa, al ser secretada por los 
linfocitos T una vez que reconocen un antigeno, y con la ayuda, también en este caso, 
de la IL 12. A pesar de que esta citoquina posee cierta capacidad antiviral, su principal 
funciôn es la de actuar como mediador en la inflamaciôn durante la respuesta 
inmunolôgica.
El IFN-y es un homodimero que cuando se une a su correspondiente receptor 
hace que se active la via de senalizaciôn de las proteinas JAK-STAT. En este caso, el 
factor de transcripciôn STATl es el activado por esta citoquina.
Entre las funciones destacadas del IFN-y se pueden citar:
o Activaciôn de los macrôfagos: el IFN-y promueve la expresiôn de 
enzimas que favorecen la producciôn de especies reactivas del oxigeno 
para la destrucciôn de los microbios fagocitados.
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o Incremento de la presentaciôn antigénica: estimula la expresiôn de
moléculas de MHC de clase I y II, asi como de coestimuladores en las 
células presentadoras de antigeno. 
o Diferenciaciôn a Thl: favorece el paso de los linfocitos T CD4^ naive a
tipo Thl e inhibe la proliferaciôn de los Th2. 
o Cambio de isotipo: en los linfocitos B el IFN-y favorece el cambio de
isotipo de las inmunoglobulinas a ciertas subclases de IgG, las cuales se 
unen a los FcyR de los fagocitos y activan al complemento. Asi facilitan 
la fagocitosis de particulas opsonizadas. En contraposiciôn, la IL4 
promueve el cambio de isotipo a IgE propia de respuestas Th2. Esto pone 
de manifîesto la importancia del ambiente de citoquinas a la hora de 
determinar el patrôn de inmunoglobulinas en un proceso inflamatorio.
Multiples estudios han tratado de poner de manifîesto con éxito el papel que un 
exceso de IFN-y tiene en numerosas enfermedades autoinmunes. Al igual que en la EM, 
en otras enfermedades autoinmunes de tipo Thl (Artritis Reumatoide, Uveitis, Diabetes 
tipo 1 y varias enfermedades autoinmunes de la piel como Psoriasis, Vitiligo y Alopecia 
areata) se ha comprobado que los tratamientos anti- IFN-y consiguen que se produzca 
una mejoria en la clinica [77]. Asi mismo, se han llevado a cabo varios estudios de 
polimorfismos del gen del IFN-y y de sus receptores, con resultados diversos en cuanto 
a la asociaciôn con la EM [78-80]. Por el contrario, en la enfermedad celiaca se 
encontrô asociaciôn de una variante funcional del gen de IFN-y con la enfermedad [81]. 
Con estos datos previos no se podria aflrmar que exista una clara asociaciôn de los 
polimorfismos estudiados en este gen con todas las enfermedades que comparten un 
perfil de citoquinas Thl.
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Relacion con tratamiento con IFN-B:
Hace algunos anos comenzo a suministrarse otro interferon, el IFN-P, bajo 
varios nombres comerciales (Rebif®, Avonex®,..), como tratamiento frente a la 
progresion de la EM y contra la aparicion de brotes. El IFN-p y el IFN-a, denominados 
interferones de tipo I. median la respuesta inmunitaria precoz frente a las infecciones 
viricas. Ambas citoquinas se unen al mismo receptor, un heterodimero perteneciente a la 
familia de receptores de citoquinas de tipo II, que actùa mediante la via de transduccion 
de senales de las proteinas JAK-STAT, y por tanto ambos inducen respuestas biologicas 
similares, si no idénticas. El efecto protector observado en los enfermos tratados con 
esta sustancia es, como ya se ha dicho y por desgracia, bastante modesto, y casi las dos 
terceras partes de nuestros enfermos de EM (65%) no responden a este tratamiento 
mostrando algun brote en los dos primeros anos del suministro de este fârmaco.
Dado ese efecto paradojico que tiene el IFN-p nos parecio interesante buscar la 
posible relacion existente entre la respuesta a este fârmaco y el gen IFNG mediante el 
estudio de un polimorfismo con papel funcional, con la idea de ver si determinadas 




Las principales citoquinas producidas por los linfocitos T tienen ademâs la 
mision de estimular la produccion de otras muchas citoquinas por parte de otras células 
que participan en la respuesta inmune. El IFN-y y la IL4 inducen diferentes respuestas 
efectoras muchas de ellas a su vez mediadas por otras citoquinas efectoras como las que 
a continuaciôn se describen.
7 .  O s t e o p o n t i n a  (OPN)
La Osteopontina (OPN), también llamada Eta-1 (del inglés Early T-cell 
activation gene-\), es una glicoproteina fosforilada que secretan los macrôfagos y los 
linfocitos T, ambos cuando estân activados. Esta présenté en numerosos tejidos, pero 
principalmente aparece en tejido ôseo, en células del cerebro y diversos epitelios 
especializados. También se puede detectar en fluidos biolôgicos (sangre, orina, etc.). En 
situaciones patolôgicas se puede encontrar en otras localizaciones y prueba de ello es 
que aparece en el fluido extracelular de focos de inflamaciôn [82]. Esta citoquina media 
en interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. En el hueso hace que los 
osteoclastos, responsables del catabolismo ôseo, se unan a la matriz ôsea, ya que 
permite las interacciones de la integrina de la superficie celular avp3 y de CD44 
(receptor de âcido hialurônico) con ésta. En ratones “knock-out” para el gen OPN se ha 
comprobado que existe un defecto en la resorciôn ôsea [83].
El gen OPN esta situado en el brazo largo del cromosoma 4 (4ql3) y consta de 7 
exones que se extienden a lo largo de 11 Kb aproximadamente. Se expresa 
tempranamente en los linfocitos T, dentro de las 48 horas posteriores a una infecciôn
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bacteriana. La interacciôn de la proteina résultante con los macrôfagos puede inducir 
respuestas inflamatorias ya que juega un papel muy importante en la quimiotaxis: 
favorece la migraciôn de macrôfagos y células dendriticas hacia los focos de 
inflamaciôn [84].
La activaciôn de los linfocitos T hace que la transcripciôn del gen Eta-1 
aumente. Weber y colaboradores demostraron que la OPN es un factor supresor de los 
linfocitos T que promueve la proliferaciôn de los linfocitos B [85]. Esta proteina 
interacciona con varios receptores de membrana (ademâs de los ya citados CD44 y 
avpS, hay otras integrinas a las que se puede unir, como son avP5, a 4 p l...) gracias a un 
motivo de uniôn que posee conocido como “motivo Arginina-Glicina-Aspartato” 
(RGD). Con la uniôn résultante de esa interacciôn se promueve la adhesiôn celular, 
migraciôn y funciones especificas de senalizaciôn. Existen otras secuencias dentro de la 
OPN que pueden mediar la adhesiôn celular. Por ejemplo, la ruptura de la OPN por 
parte de la trombina deja expuesta la secuencia de aminoâcidos SVVYGLR, que 
promueve la adhesiôn de células que expresan integrinas con cadena a4 y con a9 [86].
Hay estudios de la OPN en los modelos animales de Esclerosis Multiple, es decir 
EAE, y de Artritis Reumatoide, la artritis inducida por anticuerpos frente a colâgeno o 
CAIA por sus siglas del inglés Collagen Antibody-Induced Artritis. En un trabajo 
desarrollado con ratones se vio que aquellos que eran déficientes en esta proteina 
desarrollaban una versiôn de EAE atenuada [87]. En el estudio con ratones con CAIA 
realizado por Yamamoto y colaboradores [88], el bloqueo de la proteina OPN con 
anticuerpos dirigidos frente a la secuencia aminoacidica expuesta tras la ruptura por 
trombina, disminuia la sinovitis y el infîltrado de células inflamatorias en las 
articulaciones de estos ratones al compararlos con ratones con CAIA wild-type. En otro 
trabajo, los ratones con CAIA déficientes en OPN mostraban menor hinchazôn articular
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y experimentaban una destrucciôn atenuada del cartilago articular al compararlos con 
ratones artriticos normales y no presentaban, como estos ùltimos, niveles tan altos de 
moléculas indicadoras de destrucciôn articular en orina [89]. Estos datos apoyarian el 
papel de la OPN en procesos de inflamaciôn y dano articular en la Artritis, aunque en 
otro trabajo posterior, Blom y colaboradores pusieron en entredicho los resultados 
obtenidos en AR por el grupo de Yamamoto, y achacaron la asociaciôn encontrada a un 
defecto en la elaboraciôn del modelo animal déficiente en OPN [90].
De cualquier manera, parece que la OPN juega un papel importante en los 
procesos inflamatorios y es necesario buscar variantes que puedan indicar una alteraciôn 
de su actividad normal que haga que se llegue a la situaciôn de alteraciôn observada 
también en la EM. En la literatura clâsicamente se han estudiado cuatro polimorfismos 
en este gen: 327T/C, 795C/T, 1128A/G y 1284A/C. Al observarse que estos cuatro 
polimorfismos conformaban sôlo dos haplotipos principales y ser, por tanto, 
prâcticamente équivalentes decidimos estudiar ùnicamente uno de ellos: 795C/T
8 .  F a c t o r  I n h i b i d o r  d e  l a  M i g r a c i ô n  d e  M a c r ô f a g o s  {MIF)
La proteina MIF {Macrophage Migration Inhibitory Factor) es una potente 
citoquina pro-inflamatoria y moduladora de la respuesta inmune e inflamatoria. Fue 
descubierta en el ano 1966 como una sustancia capaz de inhibir la migraciôn de los 
macrôfagos [91] y fue la primera citoquina descrita.
El gen MIF estâ localizado en el cromosoma 22ql 1.2 y es de pequeno tamafio 
(<1 Kb). Consta de très exones y su transcripciôn origina ùnicamente una proteina
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fiincional que se expresa en multitud de tejidos (Figura 8). En algunos de estos tejidos, 
como rinôn e higado, se ha encontrado un alto nivel de expresiôn de MIF [92].
En ratones se vio que la secreciôn de MIF estaba ligada a la secreciôn de ACTH 
[93]. Ademâs, la administraciôn de glucocorticoides en dosis bajas favorece la 
producciôn por parte de los macrôfagos de MIF [94]. Este efecto es contrario al papel de 
los glucocorticoides de suprimir la producciôn de citoquinas pro-inflamatorias. Por eso 
se propuso que esta citoquina actuaba tanto a nivel sistémico, comportândose como una 
citoquina endocrina, como a nivel local, limitando las acciones anti-inflamatorias de los 
glucocorticoides en un proceso de feed-back o retroalimentaciôn negative. Sin embargo, 
en los humanos no se ha demostrado este mismo sistema de regulaciôn [95].
(GATT), 3 -173 G/C
^  ^  I n i à o
T r a n s c r i p d ô n
Intrôn 2Intron 1
Promotor Exôn 1 Exôn 2 Exôn 3
Figura 8. Esquema del gen MIF. En él se muestran los 3 exones que contiene separados por sus intrones 
y en el promotor se detallan los dos polimorfismos estudiados en este trabajo.
En el modelo animal de la Esclerosis Multiple se ha visto como la 
administraciôn de un anticuerpo monoclonal fi*ente a la proteina MIF mejoraba la 
enfermedad en fase aguda [96]. Ademâs, numerosos estudios han revelado niveles 
elevados de proteina MIF en el LCR de enfermos de EM con brote [97] y en el suero en 
el caso de varias enfermedades autoinmunes y de base inflamatoria crônica [98-100], 
hecho que sugiriô que esta molécula pudiera tener un papel en la patogénesis de las
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mismas. El problema que aparece siempre que se observan alteraciones en los niveles 
proteicos es que no se sabe si esas variaciones son causa o consecuencia de la patologia. 
Por eso se comenzo el estudio del gen y sus variaciones con la finalidad de aclarar este 
interrogante. Una de esas variaciones es un microsatélite tetranucleotidico (GATT) 
descrito en el ano 1994 [92], que se situa en posiciôn -794 del promotor del gen MIF. 
También en la region 5' flanqueante, en el promotor, se hallô un cambio de un solo 
nucleôtido G ^ C  en posiciôn -173. Ambos marcadores han sido analizados en varios 
estudios. El alelo -I73*C y el alelo (CATT)? se han encontrado asociados al aumento de 
susceptibilidad a diversas enfermedades autoinmunes, entre ellas Artritis Reumatoide, 
Sarcoidosis, etc. [101-104]. Asi mismo, en los genes en los que se describe mas de un 
polimorfismo, interesa analizar cuâl es el desequilibrio de ligamiento a través del 
estudio de haplotipos. El LD existente en dicha regiôn resultô ser elevado, como cabria 
esperar por su reducido tamano, y la combinaciôn formada por esos dos alelos concretos 
{-I73*C  / (CATT)?) también ha mostrado asociaciôn con esas patologias. El grupo de 
Donn analizô los haplotipos résultantes de la combinaciôn de estos dos polimorfismos 
del promotor con otros dos situados en zona codificante [101]. Debido a la relaciôn 
encontrada con otras enfermedades autoinmunes decidimos escoger esos mismos 
polimorfismos del promotor para estudiar el papel del gen en la EM y comprobar si ese 
efecto era extensible a esta patologia.
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9 .  O x i d o  N i t r i c o  S i n t a s a  I n d u c i b l e  {NOS2A)
El Oxido Nitrico (NO) es un radical libre gaseoso que fiinciona como mediador 
endôgeno en varios de nuestros tejidos. Debido a su alta reactividad quimica, la 
producciôn de este gas de râpida difusiôn, catalizada por la Oxido Nitrico Sintasa 
(NOS), ha de estar muy controlada, tanto para conseguir especificidad en su 
senalizaciôn como para limitar su alta toxicidad. La enzima NOS existe bajo très 
isoformas cada una présente en un tejido diferente: una isoforma présente en tejido 
neuronal llamada nNOS o NOSl; otra inducible bajo determinados estimulos conocida 
como iNOS o N0S2; y por ultimo, una isoforma que se expresa en el endotelio y es 
llamada por ello eNOS o N0S3. Esta ultima isoforma (eNOS) juega un importante 
papel en la vasodilataciôn ya que el NO que se produce en las células musculares de los 
vasos sanguineos activa una cascada de proteinas que, en ultima instancia, provoca el 
aumento del diâmetro de los mismos. La nNOS y la forma inducible son formas 
solubles, mientras que la eNOS aparece anclada a la membrana de las células 
endoteliales. La isoforma inducible iNOS es la que acapara aqui nuestra atenciôn, ya 
que actùa principalmente durante la inflamaciôn inducida por la presencia de citoquinas, 
endotoxinas y demâs estimulos proinflamatorios [105].
La enzima iNOS cataliza el paso, utilizando NADPH, de L-Arginina y O2 a L- 
Citrulina y NO (Figura 9). El NO que producen los macrôfagos activados permite que 
éstos sean capaces de eliminar los patôgenos previamente fagocitados. Sin la 
intervenciôn del NO, no séria posible completar la eliminaciôn de las particulas 
fagocitadas y permanecerian en el interior de los fagosomas. Sin embargo, y como ya se 
ha comentado, el exceso de NO es tôxico y su producciôn ha de ser controlada. Se han 
propuesto varios probables mecanismos por los que el NO puede producir dano celular
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en la EM: la acciôn tôxica directa de este gas, la lesiôn debida a la acciôn del 
peroxinitrito que se forma por la reacciôn del NO con el aniôn superôxido, la elevaciôn 
del cGMP mediada por el NO, que hace que se incremente la citoquina TNF-a, etcetera 
[106, 107]. La producciôn de este compuesto esta genéticamente regulada mediante el 
control de la transcripciôn del gen N0S2A por factores nucleares, entre los que se 
encuentra el factor de transcripciôn NF-kB, en respuesta a lipopolisacârido (LPS) o a 
IL ip. También estân implicadas otras citoquinas, como el IFN-y que actùa mediante la 
via de transducciôn de senales de las JAK-STAT, y que promueve la expresiôn de la 
iNOS y con ella, la producciôn del NO.
NOS
BH4
L-Arginina + O2  ► L-Citrulina + NO
Fc2+, FM N, F AD
N A D PH  N A D P+
Figura 9. Formaciôn de NO y L-Citrulina catalizada por la enzima NOS, utilizando NADPH 
y cofactores, a partir del aminoâcido L-Arginina y oxigeno molecular.
La enzima NOS es una proteina en la que un motivo central de uniôn a 
calmodulina sépara los extremos amino y carboxilo terminal. Para su activaciôn esta 
enzima précisa la uniôn de calmodulina, promovida por el aumento de Ca^^, y de 
tetrahidrobiopterina (B H 4), asi como la formaciôn de un homodimero. La regulaciôn de 
los niveles de iNOS se produce fundamentalmente a nivel transcripcional y, aunque 
también se encuentra influenciada, es menos sensible a las variaciones en las 
concentraciones de Ca^^ que las otras isoformas [108].
El gen NOS2A estâ situado en el brazo largo del cromosoma 17, en la banda 
citogenética 11.2. Por splicing altemativo se pueden generar dos isoformas distintas, 1 y 
2, con 27 y 28 exones respectivamente. Hasta el momento hay descritos en dicho gen al
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menos 204 polimorfismos de un solo nucleôtido. En la zona promotora se han descrito 
dos microsatélites: uno de ellos es un pentanucleôtido (CCTTT) con numerosos alelos, 
y otro es una inserciôn/deleciôn de un tetranucleôtido (TAAA) de 4 ô 3 repeticiones 
respectivamente. Ambos marcadores, asi como otros polimorfismos repartidos a lo 
largo de todo el gen NOS2A, han sido objeto de estudio en varias enfermedades en las 
que se produce una inadecuada respuesta inmunolôgica. Ademâs de los estudios 
realizados en EM [109-113], hay varios centrados en diabetes [114, 115] y sus 
complicaciones como la retinopatia diabetica y las nefropatias [116], en carcinomas 
gâstricos [117], en la enfermedad celiaca [118], en EU (CU y Enfermedad de Crohn) 
[119-122], y en Artritis [123]. En EM, la diversidad de los resultados obtenidos por los 
diferentes grupos no habia permitido hasta el momento establecer conclusiones claras, y 






O B J E T I V O S
En este trabajo se abordarâ el estudio de varios genes (MHC2TA, EBFl, FcRLS, 
IL4, IFNG, OPN, MIF y NOS2A) intimamente relacionados con la inflamaciôn y la 
respuesta inmunolôgica. Para todos ellos se llevarâ a cabo un procedimiento comùn que 
consistirâ en:
■ Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos estudiados 
en nuestros enfermos de Esclerosis Mùltiple y en los contrôles sanos. Ademâs 
analizaremos si existen diferencias en dichas frecuencias al estratificar el grupo de 
los enfermos de EM atendiendo a las formas clinicas y al sexo.
■ Comparar dichas frecuencias entre ambos grupos, enfermos y contrôles, para 
comprobar si son significativamente diferentes.
■ Estudiar la posible relaciôn entre los genes estudiados y el principal factor genético 
de susceptibilidad (HLA-DRBI*I50I) mediante la estratificaciôn del grupo de 
enfermos por la presencia de dicho factor de susceptibilidad.
■ Analizar, en caso de estudiar al menos dos polimorfismos, los haplotipos existentes 
en el grupo de enfermos y de contrôles y comprobar si existen diferencias en las 
frecuencias entre ambos grupos.
■ Como modelo de estudio con familias realizaremos un estudio TDT para los genes 
MHC2TA, EBFI, OPN y MIF.
■ Como modelo de anâlisis gen-ambiente, examinaremos el gen MHC2TA y su 
relaciôn con la presencia/ausencia de replicaciôn viral activa en el suero de los 
enfermos de Esclerosis Mùltiple.
■ Como modelo de anâlisis farmacogenético, relacionaremos la respuesta al 
Interferôn-beta (IFN-p) con la presencia de polimorfismos en el gen del Interferôn- 
gamma {IFNG).
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Pacientes, Materiales y Métodos
P A C I E N T E S ,  M A T E R I A L E S  Y  M E T O D O S
■ ENFERMOS DE ESCLEROSIS MÙLTIPLE
Para la realizaciôn de este trabajo contamos con un total de 420 enfermos de EM 
recopilados consecutivamente en el servicio de Neurologia (Unidad de Enfermedades 
Desmielinizantes) del Hospital Clinico San Carlos de Madrid. Todos ellos, de 
nacionalidad y ascendencia espanola, fueron diagnosticados atendiendo a los criterios 
de Poser [6], descritos anteriormente. De todos los participantes en este trabajo 
obtuvimos previamente el consentimiento informado. En el caso de 51 enfermos 
dispusimos ademâs de ambos progenitores para efectuar un estudio familiar mediante el 
llamado Test de Desequilibrio de Transmisiôn (TDT).
La distribuciôn de las muestras es la siguiente:
- Sexo: La distribuciôn por sexo en nuestro grupo de enfermos es désignai tal y 
como se esperaba, dado que se ha visto que esta enfermedad afecta en una 
mayor proporciôn a las mujeres. Asi, encontramos que el 61,3% de nuestros 
enfermos son mujeres frente al 38,7% de hombres.
- Formas clinicas: el 76,5% de los enfermos se incluyen dentro de la forma 
Remitente-Recurrente; el 13% pertenecen a la forma Secundaria-Progresiva; la 
forma Primaria-Progresiva afecta al 9,5%; por ultimo encontramos que tan sôlo 
uno de los enfermos de EM présenta la forma Progresiva-Recurrente, la mâs 
grave. La proporciôn 2:1 de mujeres vs hombres se mantiene excepto en la 
forma clinica EM-PP, en la que el porcentaje de hombres se iguala al de 
mujeres.
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Edad: la edad media de los pacientes en el momento del diagnôstico es de 29 ± 
9.2 anos. La mayoria de los pacientes débuta entre los 20 y los 40 anos y en 
raras ocasiones la enfermedad puede aparecer en la infancia o incluso en la 
vejez.
■ CONTROLES
Como grupo control disponemos de muestras de DNA de 546 individuos 
caucâsicos sanos no relacionados entre si que han sido recopilados correlativamente. 
Las muestras proceden mayoritariamente de douantes de sangre, estudiantes y personal 
investigador sin antecedentes familiares de enfermedades autoinmunes. Este grupo es 
independiente del grupo de enfermos de EM y esta ajustado a este émicamente aunque 
no lo esta por sexo ni por edad.
Sexo: el 51% de los individuos incluidos en el grupo control son mujeres frente 
al 49% de hombres.
■ PREPARACION DE LAS MUESTRAS
o Obtenciôn del DNA a partir de las muestras
EL DNA puede obtenerse a partir de cualquier célula nucleada del organisme, 
puesto que cualquiera de ellas posee toda la informaciôn genética del individuo. En
nuestro caso, se obtuvo a partir de la informaciôn genética contenida en los leucocitos
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de sangre periférica obtenidos a partir de una muestra de 10 ml de sangre extraida a los 
pacientes [124],
o Cuantificaciôn del DNA y estimaciôn de su pureza
Una alicuota de la disoluciôn de DNA (realizada en el paso anterior) se valorô 
por espectrofotometria midiendo la absorbancia a 260 nm. Su pureza se estimô hallando 
el cociente entre la absorbancia a 260 nm y la absorbancia a 280 nm (ratio) aceptando 
como valor adecuado en nuestras condiciones el comprendido en el rango de 1.7 a 1.8.
La cuantificaciôn del DNA se realizô teniendo en cuenta que una unidad de D.O. 
se corresponde con 50 ng/pl de DNA.
Con los datos obtenidos por espectrofotometria y con el fin de tener una 
concentraciôn de DNA de 10 ng/pl hicimos la diluciôn de la muestra en agua destilada 
de acuerdo a cada caso.
■ TIPAJE DEL HLA
o Tipaje de los genes de MHC de Clase II DRBI, DQAl Y DQBl
Para estudiar los loci de clase II DRBI, D QAl y D Q Bl empleamos el método 
PCR-SSOP {Polymerase Chain Reaction- Sequence Specific Oligonucleotid Probe) que 
consta de las siguientes etapas:
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1) Amplificaciôn mediante la reacciôn en cadena de la polimerasa (PCR) del 
segundo exôn de cada uno de estos genes por ser en ellos donde se concentran 
los polimorfismos que distinguen uno de otro alelo [125],
2) Transferencia del producto amplificado a una membrana de nylon mediante la 
técnica de Dot-Blot [125],
3) Hibridaciôn con sondas oligonucleotidicas especificas del alelo présente en la 
muestra.
4) Revelado en plaça fotogrâfica e interpretaciôn de los resultados.
o Subtipaje del alelo DR2
Clâsicamente, la nomenclatura serolôgica diferencia dentro del gen de clase II 
DRBI varios alelos o variantes que van desde el DRl hasta el DR 10 [125]. Dentro del 
alelo DR2, alelo asociado a la EM, existen a su vez cuatro subtipos en nuestra 
poblaciôn: DRB1*1501, DRB1*1502, DRB1*1601, DRBM1602. En nuestro
laboratorio, la tipificaciôn molecular del DR2 la hemos realizado mediante sondas 
Taqman [126], técnica que se explica mâs detalladamente en el apartado “Anâlisis de 
Polimorfismos de un Ünico Nucleôtido (SNPs)” (pâg. 66). Una salvedad que se da en el 
subtipaje de DR2 con respecto a la técnica de tipaje de SNPs mediante sondas TaqMan 
es que, en este caso, la especificidad de alelo viene marcada por los primers empleados 
y no por la sonda como se verâ mâs adelante.
De nuestro conjunto de enfermos no fue posible llevar a cabo con éxito el tipaje 
de 6 de los individuos.
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■ TIPAJE DE LOS GENES FUERA DEL HLA
o Anâlisis de Polimorfismos de un Ünico Nucleôtido (SNPs)
Uno de los métodos de anâlisis de los polimorfismos de un solo nucleôtido es el 
uso de sondas especificas de alelo marcadas con fluorescencia. En nuestro laboratorio se 
han empleado las sondas TaqMan {Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Esta técnica se basa en una PCR a tiempo real en la que, con una pareja de 
primers o cebadores, uno en sentido forward  y otro reverse se amplifica el fragmente 
que contiene el polimorfismo de interés. Junto con los primers y demâs componentes de 
la reacciôn se anaden dos sondas u oligonucleôtidos marcados en uno de sus extremos 
(normalmente el extreme 5 )  con diferentes fluorocromos, por lo general F AM (6- 
carboxifiuoresceina) y VIC (4, 7, 2',4',5',7'-hexacloro-6-carboxifluoresceina). Cada 
una de esas sondas de menos de 20 nucleôtidos que se denominan MGB {Minor Groove 
Binder) y se unen al surco menor del DNA, reconoce a una de las variantes, y por tanto 
se unirâ a ella por complementariedad en el caso de que esté présente en la muestra.
Cuando las sondas estân intactas la actividad fluorescente estâ “silenciada” por 
otra molécula que lleva en el otro extremo. Esta molécula es la denominada captadora o 
quencher que impide que el fluorocromo emita fluorescencia. Cuando la sonda 
encuentra un fragmente de DNA que contiene la secuencia complementaria se une a ella 
de manera especifica. Si en su avance en sentido 5 '->3 ', la polimerasa présente en la 
reacciôn encuentra una sonda hibridada a ese mismo fragmente se encargarâ de 
degradarla gracias a que présenta también actividad exonucleasa 5 '^ 3 '.  Cuando una de 
estas sondas es degradada, el quencher deja de ejercer su efecto secuestrador sobre la
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molécula fluorescente y ésta, al ser excitada por un laser, emitirâ la fluorescencia 
pertinente segùn el fluorocromo que se trate.
A modo de ejemplo, supongamos que para un polimorfismo de un ùnico 
nucleôtido en el que las variantes que se pueden tener son adenina (A) o bien guanina 
(G), un individuo es homocigoto A, es decir, en el cromosoma que proviene del padre 
tiene A y en el de la madré también. Si la sonda que reconoce el alelo A estuviera 
marcada con el fluorocromo F AM, la fluorescencia que detectariamos al final séria la 
correspondiente a dicho fluorocromo, ya que es el que estaba présente en la sonda que 
se ha unido al DNA y posteriormente ha sido degradada por la polimerasa, liberândose 
la fluorescencia. La sonda que reconoce G también estaba présente en el medio, pero al 
no unirse al DNA por no estar présente ese alelo, no ha sido degradada y el quencher 
signe ejerciendo su efecto secuestrador sobre la molécula fluorescente, que en este 
ejemplo séria VIC.
Si se escogiera otro individuo homocigoto G (GG), sucederia al contrario y tan 
sôlo veriamos fluorescencia de VIC, ya que sôlo la sonda que reconoce el alelo G, que 
esta marcada con esa molécula fluorescente, se uniria al DNA y por tanto se degradaria. 
En el caso de tratarse de un heterocigoto (AG), ambas sondas se unirian, cada una a su 
fragmente complementario, y al final encontrariamos fluorescencia correspondiente 
tanto a F AM como a VIC.
Es ésta una técnica con elevada especificidad y bastante eficaz para la 
determinaciôn de este tipo de polimorfismos. La comercializaciôn de ensayos “o«- 
dem and\ es decir, puestos a punto en unas condiciones estandarizadas, hace que sea 
relativamente rapide y sencillo realizar el tipaje de un buen numéro de muestras en 
périodes de tiempo reducidos, aumentando asi la calidad y fiabilidad de los estudios.
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Los marcadores analizados en cada uno de los genes que se han incluido en el 
présente trabajo vienen detallados mâs adelante (pâg. 75), junto con su referenda.
Todos los polimorfismos de un iinico nucleôtido (SNPs) incluidos en este 
estudio fueron analizados mediante ensayos TaqMan disenados Applied Biosystems, 
y el genotipado se efectuô en un 7900HT Real-Time PCR System {Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA) bajo condiciones de PCR estândar para todos ellos, con la tinica 
excepciôn del estudiado en el gen MIF como se verâ mâs adelante. Dichas condiciones 
comunes son las representadas en la Figura 10.
La comercializaciôn de estos ensayos TaqMan se caracteriza porque constan, por 
un lado, de una MasterMix que incluye enzima, nucleôtidos, buffer y MgCb, comiin 
para todos los polimorfismos que tiene disponibles Applied Biosystems, y por el otro, se 
comercializan los primers y las sondas especiTicos para cada SNP. La MasterMix puede 
contener ademâs una enzima llamada amperasaR cuya misiôn consiste en degradar, 
antes de que comience la PCR, toda posible contaminaciôn por productos de otras 
reacciones previas. Dichos productos contaminantes contendrân Uracilo en lugar de 
Timina, puesto que la MasterMix incorpora dUTP, y la amperasaR se encarga 
precisamente de degradar todo DNA que contenga U, procedente, por tanto, de alguna 
amplificaciôn previa.
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Figura 10. Condiciones estândar de PCR para los ensayos TaqMan que consisten en: 2 min a 50°C 
seguidos de 10 min a 95°C para la activacion de la enzima; 40 ciclos en los que se repite un primer 
paso de 15 seg A 95“C para desnaturalizar el DNA y un segundo paso de 1 min a 60°C para 
hibridacion de los primers. El proceso de elongaciôn tiene lugar durante la rampa de variaciôn de 
temperatura.
La utilizaciôn de la amperasaR es opcional y por eso no todas las condiciones de 
PCR tienen cl paso inicial de 2 min a 50°C, que es el necesario para ci funcionamiento 
de esta enzima, como ocurre en el caso del SNP estudiado en MIF.
o Anâlisis de Microsatélites y VNTRs.
Los microsatélites son repeticiones en tandem de dos o mas nucleôtidos un 
numéro variable de veces. Se pueden encontrar a lo largo de todo el genoma tanto en 
zonas codifrcantes y reguladoras afectando a la transcripciôn, como en regiones 
intergénicas e intrônicas sin alterar la expresiôn génica. Existen enfermedades debidas 
al cambio en el numéro de repeticiones de un microsatélite en un gen que como 
consecuencia altera la proteina résultante de su expresiôn. Cada numéro de repeticiones
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se considéra un alelo. Asi, si “n” repeticiones se denominan alelo 1, “n+1” repeticiones 
constituirân el alelo 2, y asi sucesivamente.
En nuestro caso, el anâlisis de los microsatélites en la EM, asi como en otras 
enfermedades complejas, résulta util ya que se piensa que pueden estar actuando como 
marcadores genéticos, y no como factores etiologicos o causa de la patologia. Esto 
quiere decir que cuando se encuentra asociaciôn de algùn alelo de un microsatélite con 
una patologia, probablemente no es debida a dicho alelo en si, sino a algùn otro factor 
genético cercano funcionalmente responsable que apareceria muy frecuentemente junto 
a él por la existencia de LD entre ambos.
Para llevar a cabo el genotipado de una muestra para un microsatélite, primero 
se amplifîca el fragmente de DNA que lo contiene mediante una PCR. Uno de los dos 
cebadores utilizados (de unos 20 nucleôtidos cada uno) ha de estar marcado con una 
molécula fluorescente en el extreme 5' que puede ser F AM, HEX u otro fluorôforo. El 
resultado de esta reacciôn de amplificaciôn sera la obtenciôn de millones de copias del 
fragmente de DNA que contiene el microsatélite de interés. El tamano del fragmente 
amplifîcado variarâ segùn el alelo o numéro de repeticiones del microsatélite que 
présente la muestra, siendo éste mayor cuantas mas repeticiones tenga.
Para determinar el alelo o alelos (en caso de tratarse de un individuo 
heterocigoto) présentes en la muestra, se realiza una electroforesis capilar en un 
secuenciador automâtico 3100 Abi Prism Genetic Analyzer {Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA). Previo a introducir las muestras en el equipo para genotiparlas, estas
deben ser preparadas. La mezcla que hay que realizar es la siguiente:
1. 1 pi del producto de PCR.
2. 10 pi de formamida {Applied Biosystems), que es un agente desnaturalizante.
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3. 0,6 pl del marcador de tamano de fragmentos de DNA (GeneScan ROX 400HD, 
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
La mezcla se calienta a 95°C durante 3 min para que los puentes de hidrôgeno 
que mantienen unidas las bases complementarias del DNA se rompan y las dos hebras 
se separen. Seguidamente, se hace bajar la temperatura de la muestra hasta los 4°C, pero 
las hebras no se vuelven a unir por complementariedad debido a la presencia de la 
formamida, que se une a la cadena de DNA impidiendo que se vuelvan a formar los 
puentes de hidrôgeno entre bases complementarias y por ende, evitando la 
renaturalizaciôn del DNA. El marcador de tamano esta formado por un conjunto de 
pequenos fragmentos de DNA de distinta longitud, para todos ellos conocida, que van 
desde 50 hasta 400 nucleôtidos en determinados intervalos. Todos estos fragmentos 
estân marcados en su extremo 5' con la molécula fluorescente ROX (6-carboxi-X- 
rodamina).
Los fragmentos del marcador tienen los tamanos, segùn el nùmero de 
nucleôtidos, que aparecen en la Figura 11. Este secuenciador automâtico permite 
procesar 16 muestras simultâneamente y volcar los datos en el sistema informâtico que 
lleva acoplado. La base de esta técnica reside en el marcaje fluorescente: todos los 
fragmentos de DNA, ya sean los procedentes de la PCR o del marcador de tamano 
citado, presentan algùn tipo de fluorescencia. Los fragmentos de DNA van migrando 
desde el câtodo, por donde entran en el capilar gracias a la diferencia de potencial 
generada, hasta el ânodo, cargado positivamente, dado que el DNA tiene carga negativa.
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..........R,..i..... • 5.75 i 50.00
..........R ,2 .... • 6.12 ! 60.00
..........& 3 ..... • 7.17 i 90.00
« 7.52 i 100.00.......... ...........
.......... .R,.5.... • 8.17 1 120.00
..........R...6.... • 9.15 i 150.00
• 9.47 i 160.00.....................
• 10.09 i 180.00.......... ............
..........R ,9 ..... • 10.39 i 190.00
R, 10 • 10.70 i 200.00
R, 11 • 11.32 i 220.00
R, 12 • 11.91 i 240.00
R, 13 • 12.51 i 260.00
R, 14 • 13.12 i 280.00
R, 16 « 13.42 I 290.00
R, 16 • 13.71 i 300.00
R, 17 • 14.28 i 320.00
R, 18 • 14.85 i 340.00
R, 19 • 15.41 i 360.00
R ,2 0 • 15.97 i 380.00
R .2 1 • 16.52 i 400.00
Figura 11. Fragmentos présentes en el marcador de tamano con el que se construye la curva patron para 
determinar el tamano de la muestra desconocida. La columna de la izquierda indica el fragmente de que 
se trata. La R hace referenda al fluorôforo con el que estân marcados (ROX) que se visualiza en rojo, y el 
nùmero, al orden de menor a mayor segùn su tamano. La columna central représenta el momento (min) de 
su detecciôn tras la incidencia del laser sobre la molécula fluorescente. La columna de la derecha recoge 
los diferentes tamanos, ya conocidos, segùn el nùmero de nucleôtidos de cada fragmento de DNA.
La matriz que rellena el capilar es un polimero especial que no interfiere con la carga de 
las muestras (POP-4, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). La velocidad de 
migraciôn de los fragmentos es inversamente proporcional a su tamano, con lo que los 
fragmentos mas pequeAos se desplazarân mas râpido. En el câtodo hay situado un lâser 
que, al incidir sobre los fragmentos segùn van llegando, causa la excitaciôn de los 
fluorôforos que llevan asociados. Como respuesta, estas moléculas emiten fluorescencia 
a una longitud de onda determinada y diferente para cada tipo de fluorocromo que es 
registrada por el aparato. El software acoplado (GeneScan v.3.7, Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA) procesa toda la informaciôn recogida y con la correspondiente a 
todos los fragmentos del marcador de tamanos construye una curva patron (tiempo vs. 
longitud en pb). En ella se interpola el momento en el que el fragmento cuyo tamaùo 
tratamos de identifîcar es detectado, y de esa manera se puede averiguar su tamafio y 
asignar el alelo que le corresponda. Los resultados aparecen en una grâfîca que
- 7 2 -
Pacientes. Materiales v Métodos
représenta en el eje de ordenadas la intensidad de fluorescencia y en el de abscisas el 
tiempo transcurrido de electroforesis que, gracias al patron intemo de tamano, es 
transformado en tamano de los fragmentos medido en pb (Figura 12).
LJ
Figura 12. Representaciôn de un microsatélite en un individuo en el GeneScan v.3.7 {Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA). En el eje vertical se représenta la intensidad de fluorescencia 
mientras que el horizontal représenta el momento de llegada de los fragmentos de DNA, que se traduce en 
el tamano en pb gracias al patron. En rojo aparecen los fragmentos del patron de tamano (GeneScan ROX 
400HD Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) marcados con ROX, mientras que en azul (FAM) esta 
marcado el microsatélite. El primer pico rojo se corresponderia con el fragmento del patron con 50 
nucleôtidos, el siguiente con el de 60 nucleôtidos, y asi sucesivamente. Los dos picos azules son los dos 
alelos présentes en el individuo analizado, de lo que se deduce que es heterocigoto para ese microsatélite.
Una vez se han asignado los genotipos de las muestras analizadas se incorpora la 
asignaeiôn alélica de cada individuo en una base de datos para efeetuar las 
comparaciones pertinentes.
Con este software la adjudicaciôn alélica se realiza manualmente segùn el 
tamano que tenga. Después, para introducir los datos de todos los individuos en la base 
habria que hacerlo uno por uno. La existencia de un programa capaz de asignar 
automâticamente esos alelos para cada muestra analizada y posteriormente exportar una 
tabla con los datos a la base permite un ahorro de tiempo sustancial. Con este programa.
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llamado GeneMapper v.32 RTM {Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), se 
pueden crear patrones para leer de manera automâtica las muestras, y tras una revision 
de las muestras por parte del usuario descartando adjudicaciones errôneas y/o 
corrigiéndolas, se pueden volcar los resultados directamente en la base de datos.
Los microsatélites incluidos en este trabajo se analizaron siguiendo esta 
metodologia con pequenas variaciones de unos a otros. Las condiciones de la PCR 
dependen de la temperatura de union de los primers (Tm) utilizados para cada 
microsatélite.
o Detecciôn de HHV-6A
Para la detecciôn de la cadena comùn a las variantes A y B del HHV-6 se realizô 
una PCR cuantitativa a tiempo real mediante el uso de sondas TaqMan y una 
MasterMix (Bioron GhbH, Germany) tal y como describieron Hymas y colaboradores 
[127]. Cada muestra se introduce por duplicado en un termociclador a tiempo real 
Rotor-Gene 3000 {Corbet Research, Sydney, Australia).
El programa de PCR que se emplea consta de los siguientes pasos:
1. Preincubaciôn a 95°C durante 15 min: con la finalidad de activar 
la polimerasa AmpliTaq Gold.
2. Calentamiento a 95°C durante 15 seg.
3. Bajada de temperatura a 58°C durante 1 min.
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Los pasos 2 y 3 se repiten un total de 45 ciclos y se anade un control negativo, 
que contiene los mismos reactivos que las demâs muestras analizadas pero carece de 
DNA.
Para el anâlisis de los resultados el aparato dispone de un software especifico. Se 
représenta la fluorescencia emitida por cada muestra ffente al nùmero de ciclo de la 
PCR y se registra el momento en el cual dicha fluorescencia sobrepasa un umbral 
critico. El nùmero de ciclo en el que esto ocurre es una medida de la cantidad de âcido 
nucleico viral présente en la muestra. Para calcular al final el nùmero de copias de DNA 
que existen se genera una curva patron a partir de cantidades conocidas (5, 50, 500 y 
5000 copias) de DNA aislado y cuantifïcado procedente de viriones de HHV-6B (ABI. 
Advanced Biotechnologies Inc, Columbia, USA).
Como ùltimo paso y para distinguir el subtipo de HHV-6 (A 6 B) de las muestras 
que resultan positivas en la primera PCR estas se someten a un ensayo TaqMan 
especifico para cada uno de ellos. La variante A es la especffica de la EM. Este anâlisis 
se ha efectuado en un conjunto de casi 400 individuos sanos (que no han sido incluidos 
en este estudio) sin que ninguno fuera positivo para HHV-6 A.
o Polimorfismos estudiados en los genes candidatos
MHC2TA
> rs4774 (C___381733 10) Assay-on-Demand: variante localizada en la posiciôn
1614 de la region codificante, en el exôn 11. Cambio G/C
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> rs3087456 (C__15793789 10) Assay-by-Design: polimorfismo que se encuentra
en posiciôn -168 del promoter III del gen. Cambio A/G.
EBFl
> D5S2038: microsatélite dinucleotidico (CA)n que se encuentra en el intrôn 6 del 
gen. La temperatura de annealing de los primers utilizados para su 
amplificaciôn es de 56°C, y la secuencia de los mismos es:
■ Forward. 5’ FAM-GTT CAA ATC TTG CCT TTG CC-3'
" Reverse: 5 -GCC ATT GCT TTG TTT ATG CA-3'
> rs 1368297 (C 2085085 10) Assay-on-Demand: SNP situado en el intrôn 7.
Cambio A/T.
FcRL3
> rs7528684 (C___ 1741825 10) Assay-on-Demand: SNP localizado en la
posiciôn -169 de la regiôn promotora del gen. Cambio T/C.
> rsl 1264799 (C___ 1741826 10) Assay-on-Demand: SNP localizado en la
posiciôn -110 de la regiôn promotora del gen. Cambio G/A
IL4
> rs2070874 (C 16176215 10) Assay-on-Demand: polimorfismo situado en la
posiciôn +33 del exôn 1 del gen. Cambio C/T.
- 76 -
Pacientes, Materiales v Métodos
> VNTR {Variable Number o f Tandem Repeat) situado a 709 nucleôtidos del 
inicio del intrôn 3. La amplificaciôn se realizô a una temperatura de annealing 
de 55°C con los siguientes primers:
Forward: 5 -FAM-TAG GCT GAA AGG GGG AAA GC-3 
Reverse: 5 -CTG TTC ACC TCA ACT GCT CC-3 .
IFNG
> INFG: microsatellite dinucleotidico (CA)n del primer intrôn del gen amplifîcado 
a una temperatura de annealing de 60°C y utilizando los siguientes primers: 
Forward: 5 -AGA CAT TCA CAA TTG ATT TTA TTC-3 ' 
Reverse: 5 -CCT TCC TGT AGG GTA TTA TTA TAC-3'
OPN
> rsl 126616 (C 1840818 10) Assay-on-Demand: SNP situado en la posiciôn
+795 desde el punto de inicio de la transcripciôn en el exôn 7. Cambio C/T.
M IF
> rs755622 (C___2213785 10) Assay-on-Demand: SNP localizado en el promotor
en posiciôn -173. Se trata de una transiciôn C/G. El anâlisis de este 
polimorfismo incluye pequefias variaciones en la PCR a tiempo real, que se 
detallan en la Figura 13.
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Figura 13. Condiciones de la PCR a tiempo real empleada en el anâlisis del SNP - 
173C/G. Difiere de las condiciones estândar en la temperatura de desnaturalizaciôn a 
92°C, 30 seg mâs de elongaciôn a 60°C, y consta de 5 ciclos mâs de lo habituai. 
Ademâs, el calentamiento previo de 2 min a 50°C estâ ausente.
> Microsatélite tetranucleotidico (CATT)n situado en el promotor en la posiciôn 
-794.
NOS2A
> rs2779251 (C 15932163 10) Assay-on-Demand: polimorfismo de un solo
nucleôtido situado en el promotor del gen. Cambio C/T
> N0S2 (rs3833912): microsatélite pentanucleotfdico (CCTTT)n del promotor a 
unas 2,6 Kb del sitio de inicio de la transcripciôn, amplifîcado con los primers:.
Forward: 5 -FAM-ACC CCT GGA AGC CTA CAA CT-3' 
Reverse: 5 -GCC ACT GCA CCC TAG CCT GTC TCA-3'
> N0S2A (rs 12720460): inserciôn/deleciôn bialélica del tetranucleôtido (TA A A) 
4 ô 3 veces respectivamente, que se encuentra situado en el promotor del gen y a 
unas 0,7 Kb del sitio de inicio de la transcripciôn.
Forward: 5 -HEX-TGG TGC ATG CCT GTA GTC C-3 
Reverse: 5 -GAG GCC TCT GAG ATG TTG GTC-3'
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> rs2779248 (C 2593688 10) Assay-on-Demand: polimorfismo de un solo 
nucleôtido situado en el promotor del gen. Cambio A/G.
> rsl 137933 (C 1748185 1) Assay-on-Demand: polimorfismo de un sôlo 
nucleôtido situado en el exôn 11 del gen. Cambio C/T
> rs2297518 (C_11889257_10) Assay-on-Demand: polimorfismo de un sôlo
nucleôtido situado en el exôn 17 del gen. Cambio C/T.
ESTUDIOS REALIZADOS
o Estudio Caso-Control
Mediante este estudio se compara la distribuciôn de la frecuencia de un factor 
considerado de riesgo en un grupo de enfermos (en nuestro caso de EM) con la existente 
en otro grupo de sanos (grupo control). Previamente a esta comparaciôn tendriamos que 
cercioramos de que las frecuencias obtenidas en nuestro grupo de sanos hacen que 
cumpla la ley de Hardy-Weinberg y se encuentre en equilibrio. Las frecuencias 
comparadas entre ambos grupos pueden ser genotipicas, alélicas y de portadores.
o Estudio o Test de Desequilibrio de Transmisiôn (TDT)
Uno de los inconvenientes que aparecen cuando se comparan dos poblaciones 
independientes, siendo una de ellas el objeto de estudio y la otra una poblaciôn que
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sirve de control (estudio Caso-Control) es la imposibilidad de determinar si existe una 
estratifîcaciôn en alguna de ellas. Por estratifîcaciôn nos referimos a la falta de 
homogeneidad en la composiciôn genética de una poblaciôn. Esa falta de homogeneidad 
puede estar originada por la existencia de, al menos, dos subpoblaciones étnicamente 
diferentes que podrian presentar distinta susceptibilidad a la enfermedad y cuyas 
frecuencias génicas para el locus estudiado fueran diferentes. Si ese fuera el caso no 
séria correcto comparar los enfermos ffente a los contrôles ya que las dos poblaciones 
no estarian emparejadas. Eso es lo que sucede cuando hay fenômenos de migraciôn, o se 
producen otros efectos, como sucede con la consanguinidad, que alteran las frecuencias 
génicas en las poblaciones.
Una manera de solventar este inconveniente es utilizar otro tipo de estudio que 
compara la informaciôn genética obtenida de trios, es decir, del enfermo y sus dos 
progenitores sanos. Poniendo por caso el anâlisis de un polimorfismo de un ùnico 
nucleôtido (SNP) en el que podemos encontrar dos variantes o alelos, llevariamos a 
cabo el genotipaje de los très individuos de cada familia o trio con el fin de conocer qué 
alelos tiene cada uno de los padres y cuâl de ellos se transmite a su hijo enfermo. Tan 
solo podremos utilizar la informaciôn que aporten los progenitores que no sean 
homocigotos, ya que en ese caso el alelo Transmitido y No Transmitido séria el mismo 
y se anularia la informaciôn aportada por ese familiar. Una vez analizados todos los 
trios y establecidos cuântos son los alelos que se transmiten (Transmitidos) y los que no 
se transmiten (No Transmitidos) de cada una de las dos variantes a los individuos 
enfermos, se observa si esa transmisiôn es equitativa o si, por el contrario, alguno de los 
dos alelos résulta con mayor frecuencia Transmitido y por tanto aparece mâs en los 
enfermos. El método empleado para ver si esa transmisiôn estâ alterada es el câlculo de 
la probabilidad basada en la distribuciôn binomial, con p = q = 0.5, es decir, bajo la
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hipôtesis nula, es igual de probable que un alelo se transmita como que no se transmita. 
Mediante un pequeno programa de elaboraciôn propia se obtiene el valor de la 
probabilidad, que en caso de ser inferior a 0,05 indica que la transmisiôn no es igual 
para los dos alelos y existen diferencias significativas en dicha transmisiôn. Ello 
sugeriria que uno de los alelos pasa desde los padres sanos a los hijos enfermos con una 
mayor frecuencia de la esperada y que los enfermos pueden serlo por presentar ese alelo 
o algiin otro asociado a él. En caso de que un alelo no estuviera asociado con una 
enfermedad se esperaria que el numéro de veces que se transmite a la descendencia 
fuera similar al niimero de veces que no se transmite (p> 0,05).
En el caso de analizar un polimorfismo con mâs de dos alelos (ej. A, B y C) se 
procederia de la misma forma estableciendo cuântos son los alelos Transmitidos y 
cuântos los No Transmitidos para el alelo A, para el alelo B y lo mismo para el alelo C. 
Posteriormente calculariamos la binomial para cada una de las très variantes y veriamos 
si en alguna de ellas la transmisiôn de los padres a los enfermos estâ alterada y aparece 
con mayor frecuencia en estos ùltimos.
Con estos estudios TDT se puede considerar que se estân comparando dos 
poblaciones, una de ellas compuesta por alelos Transmitidos y que actùa como “Caso” y 
la otra compuesta por alelos No Transmitidos que actuaria como “Control”. Por cada 
uno de los alelos del conjunto de los Transmitidos existe otro en el de los No 
Transmitidos que procédé de la misma persona y por ello se considéra que ambas 
“poblaciones” estân perfectamente emparejadas y que no existe heterogeneidad entre 
ellas. De esta manera se eliminan los inconvenientes que pueden surgir de la 
comparaciôn de dos poblaciones en la que una de ellas no sea uniforme, como son que 
no se encuentren diferencias entre ellas (falso negativo) o por el contrario, que si se 
encuentren cuando en realidad no existen (falso positivo).
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o Estudio de Haplotipos
Para el estudio de los haplotipos usamos el algoritmo de Expectaciôn- 
Maximizaciôn contenido en el software Arlequin© v2.000, que estima los diferentes 
haplotipos présentes en una poblaciôn asi como sus frecuencias a partir de los datos que 
obtenemos al analizar las muestras. Este algoritmo tiene establecido el mimero de 
iteraciones en 5000 partiendo de 50 condiciones iniciales diferentes, y un valor de 8 de 
10^. La comparaciôn entre los haplotipos hallados en enfermos y los hallados en 
contrôles se efectuô mediante una Chi-cuadrado global.
o Anâlisis Estadistico
La comparaciôn en los estudios caso-control se llevaron a cabo mediante tablas 
de contingencia 3x2 para comparaciones de frecuencias genotipicas y de 2x2 para las 
alélicas. Para el câlculo de la probabilidad aplicamos un test de Chi-cuadrado (%^ ) o bien 
el test exacto de Fischer en el caso de que al menos uno de los valores esperados sea 
menor de 5 escogiendo en este ùltimo el valor de probabilidad de dos colas ya que 
partimos del supuesto de que existen diferencias entre los casos y los contrôles sin 
presuponer en qué sentido. Los intervalos de confianza de las Odds Ratio (OR) al 95% 
se estimaron con el método de Cornfield, o en caso necesario, se determinaron sus 
limites exactos.
Todos estos câlculos se realizaron con el paquete informâtico de anâlisis 
estadistico Epi Info v6.02® (CDC, Estados Unidos/ WFIO, Suiza).




R E S U L T A D O S
1 .  M H C 2 T A
Estudiamos el SNP rs3087456 A/G, en posiciôn -168, localizado en el promotor 
especifico de células B (pIII) del gen MHC2TA, en nuestros grupos de enfermos de 
Esclerosis Multiple y contrôles. En la poblaciôn sana encontramos una frecuencia del 
alelo minoritario de mâs del 24% (Tabla 3). Las frecuencias de los genotipos en nuestra 
poblaciôn control se hallaban en equilibrio de Hardy-Weinberg.
Tabla 3. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo promotor rs3087456A/G en
MHC2TA rs3087456 Enfermos EM (n=396) Contrôles (n=519)
AA 203 (51 %) 296 (57%)
AG 168 (42%) 192 (37%)
GG 25 (6,3%) 31 (6,0%)
A 574 (73%) 784 (76%)
G 218(27%) 254 (24%)
No se encontraron diferencias significativas entre los enfermos y los contrôles al 
comparar las frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas en uno y otro grupo para este 
marcador.
Con la finalidad de ampliar el estudio, incluimos otro polimorfismo situado en el 
exôn 12: el SNP rs4774 G/C. Este marcador no mostrô asociaciôn con la enfermedad en 
nuestra poblaciôn (Tabla 4).
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Tabla 4. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo exônico rs4774 G/C en 
enfermos de EM y en contrôles.
MHC2TA rs4774 Enfermos EM (n=396) Contrôles (n=509)
GG 225 (57%) 284 (56%)
GC 146 (37%) 192 (38%)
CC 25 (6,3 %) 33 (6,5%)
G 596 (75%) 760 (75%)
C 196 (25%) 258 (25%)
La inclusion de este segundo polimorfismo en el estudio nos permitiô establecer 
los haplotipos definidos por ambos marcadores. La asignaeiôn de dichos haplotipos 
puede realizarse mediante el recuento directo, con la ùnica duda en los dobles 
heterocigotos. En este caso, una forma efectiva y mâs exacta de estimar las frecuencias 
de los haplotipos es la utilizaciôn del algoritmo EM contenido en el software Arlequin 
(véase apartado “Pacientes, Materiales y Métodos”). Con este método las frecuencias 
estimadas son mâs fiables que las calculadas mediante recuento “manual”. Al comparar 
globalmente las frecuencias de los haplotipos de los enfermos de EM totales con las de 
los contrôles se observô una tendencia a la asociaciôn (p = 0,098; %^=6,3) como se 
puede observar con los datos recogidos en la Tabla 5. Al analizar cada uno de los 
haplotipos por separado se encontrô que uno de ellos, el haplotipo A/C, parecia tender a 
la asociaciôn confiriendo protecciôn a padecer Esclerosis Multiple (p = 0,08; OR = 0,83 
[0,63- 1,04]) mientras que el haplotipo G/C se asociaba a la enfermedad en sentido 
opuesto confiriendo susceptibilidad (p = 0,047; OR = 1,49 [110]). Estos resultados se 
dirigen en el mismo sentido que los obtenidos en el caso de la Artritis Reumatoide, otra 
enfermedad multifactorial de alto componente inflamatorio.
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Tabla 5. Frecuencias haplotipicas résultantes 
algoritmo de Expectaciôn-Maximizacion en el 
DRBl *150r  y en el de contrôles.
de la combinaciôn 
grupo de enfermos
rs3087456 / rs4774 estimadas con el 






D R B l* 1501  ^
(2n=284)
EM 




A/G 435 (55%) 162 (57%) 266 (54%) 544 (55%)
A/C 137(17%) 54(19%) 84(17%) 203 (21%)
G/G 161 (20% ) 53 (19%) 104 (21%) 192(19%)
G/C 57 (7,2%) 15(5,3%) 40 (8,0%) 49 (4,9%)
La estratifîcaciôn del grupo de enfermos atendiendo a la presencia/ausencia del 
alelo de MHC de clase II, DRBJ*150J, no mostrô diferencias significativas (p>0,05) 
tanto en las frecuencias de cada uno de los marcadores analizados por separado como en 
el conjunto de los haplotipos obtenidos con ambos marcadores (Tabla 5). Asi mismo, 
no se observaron diferencias en los pacientes tras dividirlos segùn el género y la clinica.
El estudio TDT realizado con los trios disponibles no evidenciô una transmisiôn 
de padres sanos a hijos enfermos distorsionada (p>0,05) (Tabla 6).
Tabla 6. Haplotipos Transmitidos y No Transmitidos de los padres sanos a sus
rs3087456/rs4774 Transmitidos No Transmitidos P
A/G 43 43 0,54
A/C 13 12 0,65
G/G 16 10 0,16
G/C 4 11 0,06
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2 .  MHC2TA y  l a  i n f e c c î ô n  p o r  H H V - 6  A
Las Tablas 7 y 8 recogen la distribuciôn de los polimorfismos rs3087456 A/G y 
rs4774 G/C del gen MHC2TA tanto en los pacientes con replicaciôn activa del HHV-6 A 
(HHV-6A positives) como en los enfermos de EM sin esa replicaciôn activa (HHV-6A 
negatives). El grupo de los contrôles se incluyô en este estudio ùnicamente con fines 
comparatives.
Tabla 7. Frecuencias genotipicas y alélicas en enfermos HHV-6 A positivos y negativos y en contrôles del 
SNP rs3087456 A/G.
GENOTIPOS ALELOS
AA AG GG A G
































La comparaciôn de las frecuencias de los genotipos y de los alelos del 
polimorfismo rs3087456 A/G entre los dos grupos de enfermos, HHV-6A positivos y 




Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas en enfermos HHV-6 A positivos y negativos y en 
contrôles del SNP rs4774 G/C.
GENOTIPOS ALELOS
GG GC CC G C


































Encontramos diferencias estadisticas altamente significativas en el caso de las 
frecuencias alélicas del polimorfismo exônico rs4774 cuando ambos grupos de 
enfermos se compararon (p =0,0001; OR = 3,94 (1,81-8,58)). Al comparar las 
frecuencias alélicas de ese mismo polimorfismo, rs4774, del grupo de los enfermos 
HHV-6 A positivos ffente a las frecuencias observadas en el grupo de los contrôles, se 
observaron diferencias muy significativas (p = 0,001, OR = 2,67 (1,40-5,11)). Por el 
contrario, la comparaciôn de las frecuencias alélicas entre los enfermos HHV-6 A 
negativos y el grupo de los contrôles puso de manifiesto la similitud de dichas 
frecuencias en los dos grupos (p = 0,08, OR = 0,68 (0,43-1,06)), poniendo de manifiesto 
que los enfermos de EM sin replicaciôn viral activa en suero se parecen mâs al grupo de 
individuos sanos que al de los otros enfermos de EM.
Posteriormente estudiamos las combinaciones genotipicas formadas por los dos 
SNPs que estaban en moderado desequilibrio de ligamiento en nuestra poblaciôn (D ' = 
0,25; p = 0,009). El anâlisis multivariante sugiriô que el efecto se debia principalmente
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al SNP rs4774, mâs que al rs3087456. Asimismo, los haplotipos estimados por el 
algoritmo EM no aportaron informaciôn adicional a la proporcionada por el 
polimorfismo rs4774 por si solo, aunque dado el modesto desequilibrio de ligamiento 
entre los dos marcadores esa estimaciôn podria ser imprecisa.
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3 .  E BFl {Early B-cell Factor)
Dado que los microsatélites son marcadores genéticos muy informativos, 
seleccionamos dentro del gen EBFl el microsatélite D5S2038. Vimos su distribuciôn 
alélica y realizamos un estudio caso-control con 356 enfermos de Esclerosis Multiple y 
540 contrôles sanos. Los resultados estân reflejados en la Tabla 9.
Tabla 9. Frecuencias alélicas del microsatélite D5S2038 en los enfermos de EM y en los contrôles.




1 2 2 0,99
2 15 27 0,58
3 36 55 0,97
4 176 272 0,78
5* 183 246 0,08
6 81 119 0,80
7 47 79 0,54
8 94 146 0,83
9 7 8 0,57
10 4 7 1,00
11 0 3 0,28
*p -  0,08; OR(95%CI) = 1,26 (0,96-1,67)
Como se aprecia, el ùnico alelo que mostrô una cierta tendencia a la asociaciôn 
fue el alelo 5, mientras que en ninguno de los otros diez alelos se encontraron 
diferencias significativas al comparar sus distribuciones en los enfermos y en los 
contrôles.
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Asi mismo, tras realizar una estratifîcaciôn del conjunto de enfermos segùn la 
forma clinica que éstos presentaban (EM-PP vs EM-RR/SP) tampoco se observaron 
diferencias en las distribuciones alélicas del microsatélite en ambos grupos.
Considerando los resultados vistos en el estudio caso-control llevamos a cabo un 
estudio en familias para tratar de définir el papel de este marcador en la enfermedad. 
Con los 51 trios completos, cada uno de ellos compuesto por el enfermo de EM y sus 
progenitores, se realizô un Test de Desequilibrio de Transmisiôn (TDT), viendo en este 
caso una herencia distorsionada del mismo alelo que en estudio caso-control tendia a la 
asociaciôn (ver Tabla 10).
Tabla 10. Test de desequilibrio de Transmisiôn (TDT) del microsatélite D5S2038 situado en el gen EBFl
E BF l D5S2038 Transmitidos No Transmitidos P
3 5 9 0,91
4 23 11 0,44
5 28 15 0,03
6 3 8 0,96
7 3 7 0,94
8 11 10 0,50
9 0 2 1,00
10 1 1 0,75
A la vista de estos resultados decidimos ampliar el estudio incorporando otro 
polimorfismo del gen EBFl en busca de mâs evidencias que apoyaran la asociaciôn de 
este gen con la Esclerosis Mùltiple. Para ello escogimos un polimorfismo de un solo 
nucleôtido (SNP) situado en un intrôn del gen (rs l368297). Los datos correspondientes 
a las frecuencias alélicas y genotipicas estân recogidos en la Tabla 11.
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Tabla 11. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP r s l368297 A/T del gen EBFl en los enfermos de
EBFl
rsl368297
AA AT TT A T
Enfermos EM 125 168 58 418 284
(n=351) 36% 48% 16% 60% 40%
Contrôles 149 267 108 565 483
(n=524) 28% 51% 21% 54% 46%
AA V5 (AT+TT): p = 0,02; OR (95%CI)= 1,39 (]i,03-1,88).
A V.Ç T: p = 0,02; OR (95%CI)= 1,26 (1,03-1,53).
El alelo A se encontrô aumentado en el grupo de enfermos de manera 
significativa al compararlos con contrôles. Bajo un modelo de herencia recesiva, la 
presencia del genotipo correspondiente al homocigoto del alelo mâs frecuente, el AA, 
resultô ser un factor de predisposiciôn a la enfermedad. Mâs aùn, la relaciôn entre el 
genotipo de riesgo y el genotipo del homocigoto que no conferia riesgo (AA:TT) es 
signifîcativamente mayor en el caso de los enfermos que en el de los contrôles (p = 
0,03; OR (95%CI) = 1,38 (1,03-1,84)).
En un anâlisis mâs profundo, nos fijamos en el grupo de enfermos de Esclerosis 
Mùltiple que presentaban el alelo de HLA, ya conocido factor de susceptibilidad, 
DRB1*1501. Al comparar los dos subgrupos entre si vimos que no existian diferencias 
en las frecuencias genotipicas ni alélicas, aunque se podria considerar que habia una 
tendencia a la significaciôn. Si se observaron diferencias entre los enfermos
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DRB1*1501^ y los contrôles: la diferencia hallada entre estos dos grupos era mâs 
patente que en el anâlisis previo con el grueso de los pacientes (Tabla 12).
Tabla 12. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP del gen EBFl ( r s l368297) en los enfermos de
E BFl rsl368297 AA AT TT A T
Enfermos EM 51 53 19 155 91
DRBI*I501* (n = \I iŸ 42% 43% 15% 63% 37%
Enfermos EM 74 115 39 263 193
D R B l*150r  (n=228) 33% 50% 17% 58% 42%
Contrôles (n=524)
149 267 108 565 483
28% 51% 21% 54% 46%
' Enfermos DRBl * 1 5 0 F  vs Contrôles-^ AA vs (AT+TT): p = 0,005; OR (95%CI) = 
2,73); A T: p = 0,01; OR (95%CI) -  1,46 (1,08-1,96).
1,78(1,16-
Finalmente, cuando la apariciôn simultânea de ambos alelos de susceptibilidad, 
D5S2038*5 y EBFl r s l368297*A, se comparé en los enfermos ffente a la que se daba 
en los contrôles se vio que habia un mayor nùmero de aquellos que presentaban esa 




4 .  FcRLS {Fc Receptor Like-3)
Como se muestra en las Tablas 13 y 14, la comparaciôn global en una tabla 3x2 
de las frecuencias genotipicas entre nuestro grupo de enfermos y el de los contrôles 
mostrô diferencias signifîcativas en el caso del SNP situado en -169T/C, pero no para el 
localizado en posiciôn -IIOG/A. Igualmente, estos resultados reflejan las diferencias 
existentes al comparar las frecuencias alélicas del polimorfismo asociado entre 
enfermos y contrôles [T v .^ G; p = 0,012; OR = 1,27 (1,05-1,54)].











D R B l*150r  
(n=249)
TT 157 (31%) 145 (36%) 51 (35%) 92 (37%)
TC 245(48%^ 197 (49%) 75 (52%) 119 (48%)
CC 106 (21%) 58(15%) 19(13%) 38(15% )
Comparaciôn global EM vs Contrôles: p = 0,03; %^ =6,99 
(TT+TC) CC: p = 0,013; OR = 1,55 (1,08-2,54)








D R B l* 1 5 0 t  
(n=142)
Enfermos EM 
D R B l*J50r  
(n=251)
GG 243(48%^ 214(54%) 72 (50%) 140 (56%)
GA 215(42%0 151 (38%) 57 (41%) 90 (36%)
AA 49 (9,7%) 34 (8,5%) 13 (9,0%) 21 (8,4%)
Comparaciôn global EM vs  Contrôles: p = 0,264; % =2,66
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La estratificaciôn por el principal factor genético de susceptibilidad (HLA- 
DRB1*1501) no revelô ninguna asociaciôn preferencial de alguno de los marcadores 
con cualquiera de los dos subgrupos.
En un segundo paso, procedimos al recuento de los haplotipos provenientes de la 
combinaciôn de los dos marcadores y observamos que aquellos haplotipos marcados por 
el alelo -169*T, que en este caso y debido al elevado desequilibrio de ligamiento quedan 
reducidos al haplotipo -169*T/ -110*G, eran mas frecuentes en el grupo de enfermos de 
Esclerosis Multiple que en el de contrôles sanos (Tabla 15).












TG 552(56%^ 480 (61%) 173 (61%) 300 (61%)
CA 303 (30%^ 217(27%^ 83 (29%) 130 (26%)
CG 139(14% ) 93 (12%) 28 (9,8%) 64(13%)
Enfermos EM vs Contrôles: -169*TH -110*G: p = 0,026; OR = 1,24 (1,02-1,5
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5 .  I n t e r l e u q u i n a  4  {IL4)
En el ano 2003, Kantarci y colaboradores describieron un desequilibrio de 
ligamiento muy fuerte entre el SNP situado en posiciôn +33 del primer exôn del gen de 
IL4 y otros très polimorfîsmos del mismo gen [68]. En nuestro, caso al calcular los 
parâmetros de desequilibrio de ligamiento observamos que entre los dos marcadores que 
hemos estudiado, el SNP del exôn 1 y el VNTR situado a 709 nucleôtidos del comienzo 
del intrôn 3, se obtiene una D = 0,93 y una r  ^= 0,85 lo que indica un desequilibrio de 
ligamiento muy fuerte con una equivalencia del 96% en nuestra poblaciôn control. 
Debido a este elevadisimo desequilibrio de ligamiento existente en la poblaciôn 
espanola entre los dos marcadores estudiados nos referiremos ùnicamente a los datos 
obtenidos para el SNP.
Los datos correspondientes al genotipado del polimorfismo exônico (rs2070874) 
estân recogidos en la Tabla 16. Cuando comparâmes las frecuencias genotipicas 
globalmente de los enfermos trente a las de los contrôles observamos diferencias 
signifîcativas (p = 0,011; = 9). Dicha diferencia surge principalmente por la
disminuciôn apreciable de los heterocigotos en el grupo de los enfermos, siendo en este 
grupo del 18% trente al 28% présente en contrôles (p = 0,003; OR (95%CI) = 0,57 
(0,38-0,84)).
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Tabla 16. Frecuencias genotipicas, alélicas y de los portadores para el SNP +33C/T (rs2070874) del exôn
EM (n=305) Contrôles (n=354) P OR (95% CI)
Genotipos*
CC 241 (79%) 249 (70%) 0,011 1,59(1,09-2,31)
CT 54 (18%) 9 7  (28%) 0,003 0,57 (0,38-0,84)
TT 10 (3,3%) 8 (2,3%) 0,42 1,47 (0,53-4,13)
Alelos
C 536 (88%) 595 (84%)
0,047 0,73 (0,52-1,01)
T 74 (12%) 113 (16%)
Portadores
C 295 (97%) 346 (98%)
0,057 0,71 (0,5-1,03)
T 64 (21%) 105 (30%)
A la vista de estos resultados, ser heterocigoto protege frente a la susceptibilidad 
a padecer Esclerosis Multiple, ya que los homocigotos TT aparecen con una frecuencia 
que no es signifïcativamente diferente a la hallada en el grupo de los contrôles. 
Comparando las frecuencias alélicas en enfermos frente a contrôles apreciamos una 
disminuciôn marginalmente significativa del alelo +53*7’ en los pacientes (p = 0,047; 
OR = 0,73 (0,52-1,01)) debida fundamentalmente a esa disminuciôn de los 
heterocigotos en ese grupo.
Posteriormente procedimos, como en otros casos, a estratifîcar nuestro grupo de 
pacientes por el principal factor genético de susceptibilidad, el alelo DRB1*150L Sin 
embargo, no encontramos diferencias signifîcativas al comparar los enfermos 
DRB1*150F vs D R B l*150r  (p = 0,26, = 2,69) ni al comparar los enfermos
DRB1*150F  contrôles sanos (p = 0,58; = 1,06) lo cual sugiere que ambos loci
actuan de manera independiente.
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Asi mismo, tampoco vimos diferencias segùn la edad de debut de los pacientes 
(la edad media de debut de los enfermos era de 27 anos en los très genotipos). Al 
estratifîcar el grupo de los enfermos segùn la forma clinica que presentaban no 
encontramos una clara asociaciôn en el grupo compuesto por los enfermos que se 
clasifîcaban dentro de las formas Primarias-Progresivas frente al conjunto de los que 
tenian EM Remitente-Recurrente y Secundaria-Progresiva. A pesar de no obtener 
diferencias signifîcativas no pudimos sacar conclusiones dado que el grupo de enfermos 
con forma EM-PP es muy reducido y entre los genotipos obtenidos en ellos no habia 
ningùn homocigoto TT (genotipos CC: CT: TT -  21:5:0).
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6 .  I n t e r f e r ô n - g a m m a  (IFNG)
Comparamos las frecuencias alélicas, genotipicas y fenotipicas (carriers) 
obtenidas para el microsatélite IFNG estudiado en el gen IFNG en los enfermos de EM 
y en los contrôles. No encontramos diferencias signifîcativas en ninguno de los casos, 
inclusive tras estratifîcar el grupo de nuestros enfermos atendiendo al principal alelo de 
susceptibilidad a la EM, DRBl *1501, a la forma clinica presentada y al sexo. Los datos 
de las frecuencias alélicas del microsatélite en enfermos y en contrôles estân recogidos 
en la Tabla 17.
Tabla 17. Frecuencias alélicas de los distintos alelos hallados para el
Alelos EM (2n=686) Contrôles (2n=1060)
11 1 (0,1%) 2 (0,2%)
12 325 (47%) 476 (45%)
13 296 (43%) 471 (44%)
14 34 (5,0%) 58 (5,5%)
15 27 (3,9%) 48 (4,5%)
16 0 1 (0,1%)
17 3 (0,4%) 4 (0,4%)
Relaciôn con tratamiento con IFN-B:
En un segundo abordaje del estudio de este gen y su papel en la EM, buscamos 
la relaciôn entre este marcador genético y la apariciôn o ausencia de brotes dentro de los 
dos anos posteriores al tratamiento con IFN-p.
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En este estudio incluimos 110 enfermos de Esclerosis Multiple cuya forma 
clinica se habia clasificado como Remitente-Recurrente (EM-RR) y que estaban siendo 
tratados desde hacia al menos dos anos con IFN-p. De ellos, 25 recibian IFN-P la  
intramuscular (Avonex®), 49 recibian IFN-p Ib subcutâneo (Betaferon®) y los 36 
restantes estaban siendo tratados con IFN-P la  subcutâneo (Rebif®).
Setenta y un pacientes tuvieron al menos un brote durante los primeros dos anos 
de tratamiento mientras que los 39 restantes no presentaron ninguno durante dicho 
periodo. Entre ambos grupos no se detectaron diferencias estadisticamente signifîcativas 
en cuanto a la edad ni a la proporciôn de sexos. Las caracteristicas demogrâfîcas bâsicas 
tanto de los enfermos clasifîcados como respondedores como de los no respondedores al 
tratamiento estân resumidas en la Tabla 18.






Edad, media (DE) 40anos (8,39) 38anos (7,9) 0,13
Mujeres (%) 56,4 64,8 0,38
Duraciôn enfermedad, media (DE) 5,2a6os (4,6) 4,8ahos (3,9) 0,65
EDSS, mediana (P25-P75) 2 (1-3) 2(1-3) 0,56
Brotes en los 2 afios previos, 
media (DE)
2,6 (1,5) 3,0 (1,3) 0,09
Tipo de IFN-p (%)
IFN-p la  IM 23 24 0,81
IFN-P Ib SC 46 44
IFN-P la  SC 32 31
IM: Intramuscular; SC: Subcutâneo
Al analizar el microsatélite del gen IFNG encontramos 4 alelos numerados del 
12 al 15 conforme a la literatura previa siendo dos de ellos de baja frecuencia. La
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distribuciôn alélica en ambos grupos de enfermos esta recogida en la Tabla 19. 
Ademâs, se incluye la informaciôn correspondiente a un grupo de contrôles sanos que 
fueron tipados con fines comparatives. Dado que en esta tabla se compararon los alelos 
de manera global, no fue necesario corregir por Bonferroni.
Tabla 19. Comparaciôn global de los alelos del microsatélite IFNG en 
los pacientes Respondedores y en los No respondedores al tratamiento 
con IFN-p.______________________ ___________________ ____________
Alelo No-Respondedores Respondedores Contrôles
12 52 42 496
13 77 31 483
14 11 0 60
15 0 5 50
a) Respondedores vs No-respondedores: p = 0,0005.
b) Respondedores vs contrôles sanos: p =-0,1
c) No-respondedores vs contrôles sanos: p = 0,005
Al observar la distribuciôn alélica de los contrôles, se advierte que la proporciôn 
de cada uno de los alelos del microsatélite en este grupo es muy similar a la obtenida en 
el grupo de los enfermos Respondedores. La comparaciôn de cada uno de los alelos 
entre los dos grupos de enfermos se recoge en la Tabla 20.
Tabla 20. Comparaciôn uno por uno de los alelos del microsatellite IFNG en los 
enfermos Respondedores (2n=78) y No-respondedores (2n=142)._________________ ____
Alelo No-respondedores Respondedores P OR (95%CI)
12 52 42 0,013 0,5 (0,3-0,9)
13 77 31 0,040 1.8(l,0-3,3)
14 11 0 0,009 ND
15 0 5 0,005 0 (0-0,58)
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Curiosamente, vimos que todos los alelos se encontraban distribuidos de manera 
asimétrica. La relaciôn entre los alelos menos frecuentes era radicalmente opuesta en el 
caso de los enfermos Respondedores (0/11) a la encontrada en los No-respondedores 
(5/0) obteniéndose una diferencia altamente significativa (p = 0,0002). Incluso en el 
caso de que hubiéramos excluido esos alelos tan infrecuentes (14 y 15) hubiéramos 
seguido encontrando la misma tendencia en la relaciôn entre los alelos 12 y 13 en 
Respondedores vs No-respondedores (52/42 vs 77/31, p = 0,02).
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7 .  O s t e o p o n t i n a  {OPN)
En un trabajo previo estudiamos cuatro polimorfîsmos pertenecientes al gen de 
la Osteopontina (OPN) en enfermos de Artritis Reumatoide [128]. Los cuatro SNPs, - 
327T/C, 795C/T, 1128A/G y 1284A/C formaban dos haplotipos segùn se habia descrito 
previamente y se vio que presentaban un desequilibrio de ligamiento muy fuerte 
también en nuestra poblaciôn. De manera anâloga, nosotros encontramos tan solo dos 
haplotipos principales cuya suma comprendia mas del 95% del total de los haplotipos 
hallados. Teniendo esto en cuenta, decidimos utilizar la informaciôn obtenida del tipaje 
de tan solo uno de esos SNPs, el 795C/T, que resultaba casi tan informative como el 
haplotipo complete.
En la Tabla 21 se muestra la distribuciôn genotipica en los enfermos de 
Esclerosis Mùltiple y en nuestra poblaciôn control. Dichas frecuencias genotipicas 
resultaron encontrarse en equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo de los contrôles. Al 
realizar la comparaciôn global y de genotipo por genotipo entre ambos grupos no 
observamos diferencias signifîcativas. Asi mismo, tampoco se encontraron diferencias 
al comparar las frecuencias alélicas o las fenotipicas (carriers) entre los dos grupos 
como se puede calcular a partir de los datos de la Tabla 21.
En un segundo anâlisis, el grupo de los enfermos de EM se estratifîcô 
atendiendo a la clinica que presentaban: EM-RR conjuntamente con EM-SP y por otro 
lado los que presentaban la forma EM-PP, y también estratifîcamos atendiendo a la 
presencia o ausencia del alelo DRB1*1501. La comparaciôn entre los dos grupos con 
diferente forma clinica no mostrô ninguna diferencia. Tampoco la estratifîcaciôn segùn 
el DRBl. De hecho, la distribuciôn de los alelos en los individuos DRBl *1501 positivos 
y DRBl *1501 negativos era similar y también muy parecida a la de los contrôles, lo que
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indica que no hay evidencias de interacciôn genética entre ambos loci. La estratificaciôn 
por género también se examiné sin encontrar resultados significativos.
Tabla 21. Frecuencias genotipicas del polimorfismo 795C/T en los enfermos de EM, en los enfermos
OPN 795C/T n CC CT TT
Contrôles 484 224 (46%) 219(45%) 41 (8,5%)
Enfermos EM 326 158 (48%) 140 (43%) 28 (8,6%)
Enfermos EM 
HLA-DRB1*1S01*
118 55 (47%) 50 (42%) 13(11%)
Enfermos EM 
H LA-DRBl*150r
205 102 (50%) 89 (43%) 14 (6,8%)
Finalmente incluimos en el estudio un total de 51 trios de enfermos con sus dos 
progenitores. Con un estudio TDT tratamos de encontrar alguna diferencia en la 
transmisiôn de alguno de los alelos desde los progenitores heterocigotos a la 
descendencia afectada, pero no detectamos ninguna alteraciôn en dicha transmisiôn. El 
alelo mas frecuente, 795 *C, aparecia transmitido en los enfermos de EM en 23 




8 .  F a c t o r  I n h i b i d o r  d e  l a  M i g r a c i ô n  d e  M a c r ô f a g o s  (MIF)
Al analizar ambos marcadores en nuestra poblaciôn control pudimos comprobar 
que los dos cumplian el equilibrio de Hardy-Weinberg. El polimorfismo situado en la 
regiôn promotora -173C/G (rs755622) no mostrô diferencias signifîcativas ni en las 
frecuencias alélicas ni en las genotipicas globalmente cuando se compararon con las 
halladas en la poblaciôn control (p = 0,28; OR = 1,16 y p = 0,27; /^=2,6, 
respectivamente). En el caso de los portadores tampoco se vieron diferencias 
estadisticamente significativas entre ambos grupos. Tras llevar a cabo la estratificaciôn 
por el alelo HLA-DRB1*1501 no se observô diferencia en la frecuencias aunque parecia 
existir una muy ligera tendencia en los portadores del alelo -173*C en los enfermos 
DRB1*1501 positivos (p = 0,11; OR = 1,38) cuando se compararon con el grupo de los 
contrôles. Los datos se pueden deducir de la Tabla 22. La estratificaciôn por género de 
los enfermos revelô las mismas frecuencias en hombres y mujeres sin encontrar, por 
tanto, diferencias estadisticamente significativas.
Tabla 22. Frecuencias genotipicas y alélicas para el SNP del promotor del gen MIF rs755622 (-173G/C) 




EM  DRB1*150F 
(n=150)




GG 301 (73%) 106(71%) 191 (75%) 420 (77%)
Genotipos GC 103 (25%) 40 (27%) 61 (24%) 113(21%)
CC 8 (1,9%) 4 (2,6%) 4(1,6%) 13 (2,4%)
Alelos
G 705 (86%) 252 (84%) 443 (87%) 953 (87%)
C 119(11%) 48 (16%) 69(13%) 139(13%)
Portadores de alelo -173*C vs. G: p == 0,17; OR (95%CI)= 1,23 (0,91-1,67)
- 1 0 5 -
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Para este polimorfismo realizamos ademâs el estudio TDT con los trios 
disponibles aunque sin mucho éxito, ya que el alelo -173*G se transmitia en 11 de los 
17 casos encontrados, sin alcanzar la significaciôn (p = 0,17).
Al estudiar el microsatélite (CATT)n situado en la posiciôn -794 del promotor 
del gen MIF encontramos cuatro alelos diferentes en nuestra poblaciôn control, 
llamados (GATT)5  ^ (GATT)s, (GATT) 7 y (GATT)g. El cuarto alelo, (GATT)g, con una 
frecuencia muy baja, no fue encontrado en el grupo de los enfermos de EM. Ninguno de 
estos alelos mostrô asociaciôn en las comparaciones genotipicas, alélicas o de 
portadores entre los enfermos de EM y los contrôles sanos. Unicamente después de 
estratifîcar por el alelo DRB1*1501, donde no se observaron diferencias entre los 
enfermos positivos y negativos para este factor, la frecuencia de los individuos 
portadores del alelo (GATT) 7 dentro del subgrupo positive casi era estadisticamente 
distinta a la hallada en el grupo de los contrôles (p = 0,05; OR = 1,53) como se recoge 
en la Tabla 23. Al igual que en el anterior marcador, el género de los enfermos no varia 
las proporciones encontradas en el conjunto global (datos no reflejados).
Tal y como sucedia en el caso del SNP, el estudio llevado a cabo en las familias 
no revelô ninguna distorsiôn significativa en la transmisiôn de los alelos encontrados. 
Los très alelos encontrados en enfermos y sus familiares presentaron una transmisiôn 
equitativa de padres sanos a hijos enfermos.
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Tabla 23. Resultados de los genotipos, alelos y portadores del microsatélite del promotor del gen MIF 
(CATT)n en el conjunto global de los enfermos de EM, en los enfermos HLA-DRBl *150F  y en el grupo 






D R B l* 1 5 0 t
(n=139)
HLA-





5/5 26 (6,7%) 13 (9,4%) 13 (5,3%) 38 (7,1%)
5/6 126 (32%) 41 (30%) 84 (34%) 177 (33%)
5/7 19 (4,9%) 5 (3,6%) 14 (5,7%) 20 (3,7%)
6/6 161 (41%) 53 (38%) 105 (43%) 235 (44%)
6/7 54(14% ) 25(18% ) 28(11% ) 60(11% )
6/8 - - - 1 (0,2%)
7/7 3 (0,8%) 2(1,4% ) 1 (0,4%) 3 (0,2%)
Portadores
5 171 (44%) 59 (42%) 111 (45%) 235 (44%)
6 341 (88%) 119(86%) 217(89% ) 473 (89%)
7 76(19% ) 32 (23%) 43 (18%) 83(16% )
8 - - - 1 (0,2%)
Alelos
5 197 (25%) 72 (26%) 124 (25 %) 273 (26%)
6 502 (65%) 172 (62%) 322 (66%) 708 (66%)
7 79(10% ) 34(12% ) 44 (9,0%) 86 (8,0%)
8 - - - 1 (0,1%)
Se estimaron los haplotipos résultantes de los dos marcadores analizados y se 
compararon globalmente los de los enfermos de EM frente a los de contrôles. No se 
encontraron diferencias significativas (Tabla 24). Sin embargo, al estratifîcar 
nuevamente el grupo de los enfermos atendiendo al subtipo de DR2 y comparar las 
frecuencias del grupo de los enfermos positivos para el alelo DRBl *1501 con las de los 
contrôles, la del haplotipo (GATT) 7 /-173*G estaba ligeramente aumentada en los
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primeros confiriendo por tanto susceptibilidad a la EM (p = 0,046; OR = 1,54), aunque 
este resultado no permite aplicar la correcciôn de Bonferroni.
Tabla 24. Frecuencias haplotipicas en el conjunto global de los enfermos de EM, en el subgrupo de los
Haplotipos EM (n=776)
HLA-DRBl*! 501  
(n=280)
Contrôles (n=1052)
5/G 185 (24%) 68 (24%) 257 (24%)
5/C 12(1,5%) 4 (1,4%) 12(1,1%)
6/G 475 (61%) 165 (59%) 660 (63%)
6/C 25 (3,1%) 9 (3,2%) 36 (3,4%)
7/G 4 (0,5%) 1 (0,4%) 2 (0,2%)
7/C 75 (9,6%) 33 (12%) 84 (8,0%)
8/C - - 1 (0,1%)
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9 .  O x i d o  N i t r i c o  S i n t a s a  I n d u c i b l e  {NOS2A)
Al analizar independientemente los seis polimorfîsmos de un solo nucleôtido, 4 
de la zona promotora y 2 de los exones, no observamos diferencias signifîcativas en las 
frecuencias ni genotipicas ni alélicas entre el grupo de los enfermos de EM y el grupo 
de los contrôles (Tablas 25-30). Tan solo se aprecia una levisima tendencia a la 
asociaciôn del los portadores del alelo (CCTTT)io.
Igualmente, la estratifîcaciôn del grupo de los enfermos segùn el subtipo del 
DR2 y segùn el género y la forma clinica no arrojô ninguna novedad (datos de género y 
forma clinica no recogidos).
Tabla 25. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs2779251 del promotor del gen N0S2A 




EM DRB1*150P  
(n=150)




enO CC 272 (68%) 109 (73%) 163 (65%) 394 (74%)
1 CT 114(29%) 35 (23%) 79 (32%) 124 (23%)
o TT 15 (3,7%) 6 (4,0%) 9 (3,6%) 12 (2,3%)
Alelos
C 658 (82%) 253 (84%) 405 (81%) 912 (86%)
T 144(18%) 47 (16%) 97 (19%) 148 (14%)
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Tabla 26. Frecuencias de portadores de los distintos alelos del microsatélite NOS2 (CCTTT)„ del 
promotor del gen NOS2A en el conjunto de los enfermos de EM, en los enfermos HLA-DRBl*!50P  y
EM (2n=782) EM DRB1*150F(2n=280)




7 - - - 2 (0,2%)
8 19 (2,4%) 8 (2,9%) 11 (2,2%) 26 (2,7%)
9 35 (4,5%) 12 (4,3%) 23 (4,6%) 45 (4,8%)
10 96 (12%) 33 (12%) 63 (13%) 141 (15%)
11 175 (22%) 61 (22%) 114(23%) 184 (20%)
12 219(28%) 89 (32%) 130 (26%) 278 (29%)
13 128(16%) 45 (16%) 83 (17%) 150(16%)
14 63(8,1%) 17(6,1%) 46 (9,2%) 84 (8,9%)
15 33(4,2%) 8 (2,9%) 25 (5,0%) 24 (2,5%)
16 10(1,3%) 5 (1,8%) 5(1,0% ) 11(1,2%)
17 4 (0,5%) 2 (0,7%) 2 (0,4%) -
18 - - - 1 (0,1%)
En el caso del microsatélite pentanucleotidico se puede apreciar una muy leve 
tendencia a la protecciôn frente a la EM (p = 0,11; OR = 0,8). Las frecuencias de los 
demâs portadores son muy similares a las halladas en el grupo de los contrôles. La 
estratificaciôn por el subtipo de DR2, género y forma clinica no mostrô distribuciones 
estadisticamente diferentes en ninguna de las comparaciones realizadas.
Tabla 27. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo ins/del (rs12720460) del promotor del gen 
N0S2A  en el conjunto de los enfermos de EM, en los enfermos H LA-DRBl*!50P  y HLA-DRBl*!50V  y 
en los contrôles
EM (n=371)
E M D R B l* 1 5 0 t
(n=135)




V3O Del/Del 282 (76%) 103 (76%) 179 (76%) 399 (75%)
§
Ins/Del 82 (22%) 30 (22%) 52 (22%) 124 (23%)
o Ins/Ins 7 (1,9%) 2(1,5% ) 5 (2,1%) 9(1,7% )
Alelos
Del 646 (87%) 236 (87%) 410(87%) 922 (87%)
1ns 96(13% ) 34(13% ) 62(13% ) 142 (13%)
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Tabla 28. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs2779248 del promotor del gen N0S2A 
en el conjunto de los enfermos de EM, en los enfermos HLA-DRBl *150G  y HLA-DRBl *1501' y en los 
contrôles.
EM (n=400)
EM DRBl *150F  
(n=150)






AA 153 (38%) 62 (41%) 91 (36%) 222 (41%)
te AG 181 (45%) 63 (42%) 118(47%) 243 (45%)
O GG 66(17% ) 25 (16%) 41 (16%) 77 (14%)
Alelos
A 487 (61%) 187 (62%) 300 (60%) 687 (63%)
G 313(39% ) 113(38%) 200 (40%) 397 (37%)
Tabla 29. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rsll37933 del promotor del gen N0S2A 











CC 248 (62%) 93 (64%) 155 (62%) 341 (62%)
1
CT 128 (32%) 43 (30%) 85 (34%) 189 (34%)
O TT 22 (5,5%) 10 (6,8%) 12 (4,7%) 20 (3,6%)
Alelos
C 624 (78%) 229 (78%) 395 (78%) 871 (79%)
T 172 (22%) 63 (22%) 109 (22%) 229 (21%)
Tabla 30. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs2297518 del promotor del gen N0S2A 
en el conjunto de los enfermos de EM, en los enfermos HLA-DRB1*150H y HLA-DRBl *1501' y en los 
contrôles.
EM (n=391)
EM DRB1*150P  
(n=143)






CC 266 (68%) 95 (66%) 171 (69%) 355 (65%)
ts CT 106 (27%) 38 (27%) 68 (27%) 168 (31%)
<U
Ü TT 19 (4,9%) 10 (7,0%) 9 (3,6%) 21 (3,9%)
Alelos
C 638 (82%) 228 (80%) 410(83% ) 878 (81%)
T 144(18%) 58 (20%) 86(17% ) 210(19%)
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En un paso posterior se llevô a cabo el anâlisis de los haplotipos. Este se hizo 
por etapas anadiendo en cada paso alguno de los polimorfîsmos estudiados.
Anâlisis de Haplotipos
El estudio de los marcadores en conjunto nos hizo ver que existen dos bloques 
de LD. El primero de ellos formado por los polimorfîsmos del promotor, con la 
excepciôn del microsatélite pentanucleotidico que présenta una elevada variabilidad, y 
el segundo formado por los dos marcadores exônicos. Analizamos los dos bloques de 
LD por separado y conjuntamente. En primer lugar estudiamos los haplotipos del 
promotor sin y con el pentanucleôtido (Tablas 31 y 32, respectivamente).
Tabla 31. Haplotipos formados por los polimorfîsmos del promotor de NOS2A sin 









C Del A 438 60 649 63
T Del G 135 19 142 14
C 1ns G 91 12 130 13
C Del G 63 8,7 99 9,6
C Ins A 4 0,6 3 0,3
T Ins G 0 0,0 3 0,3
El haplotipo T / Del / G estâ signifïcativamente aumentado en EM al compararlo 
con los contrôles [p = 0,009; OR = 1,41 (1,08-1,84)].
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Tabla 32. Haplotipos formados por los polimorfîsmos del promotor de N0S2A  incluvendo el 














C 12 Del A 141 20 184 21
C 11 Del A 86 12 115 13
C 10 Del A 67 9,3 112 12
c 13 1ns G 48 6,6 46 5,1
T 11 Del G 47 6,5 28 3,1
T 12 Del G 38 5,3 30 3,4
C 13 Del A 36 5,0 61 6,8
C 9 Del A 35 4,8 29 3,3
C 11 Del G 31 4,3 33 3,7
T 13 Del G 25 3,5 27 3,0
C 14 Del A 23 3,3 39 4,3
C 14 1ns G 23 3,1 33 3,7
C 15 Del A 17 2,4 8 0,9
c 10 Del G 14 2,0 10 1,1
c 8 Del A 13 1,8 9 1,0
c 12 Ins G 12 1,7 24 2,7
c 12 Del G 9 1,3 27 3,0
c 16 Del A 9 1,2 8 0,9
c 15 Ins G 7 1,0 7 0,7
T 8 Del G 6 0,8 11 1,2
OTROS 33 4,5 56 6
El haplotipo (C / 10 / Del / A) muestra diferencias también con la EM (p = 
0,044; OR = 0,72 (0,52-1,00)).
Posteriormente y tras analizar los haplotipos compuestos por los dos marcadores 
exônicos sin encontrar diferencias entre enfermos y contrôles, estimamos los haplotipos 
résultantes de la combinaciôn de todos los marcadores, excluyendo al principio el 
microsatélite polimôrfîco (también estratifïcando por HLA-DRBl*!501, Tabla 34) y 
posteriormente incluyéndolo (Tablas 33 y 35, respectivamente).
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Tabla 33. Haplotipos formados por los polimorfîsmos del gen NOS2A sin 


















EM % CONTROLES %
C Del A c G 406 56 584 57
c 1ns G c G 86 12 122 12,0
T Del G T A 83 12 99 9,7
C Del G C G 29 4,0 47 4,6
C Del G T A 25 3,4 39 3,8
C Del A C A 10 1,4 28 2,7
T Del G T G 28 3,9 28 2,7
C Del A T A 15 2,1 18 1,7
c Del A T G 0 0,0 16 1,6
c Del G T G 8 1,2 12 1,1
T Del G C G 15 2,1 10 1,0
OTROS 15 2,0 19 1,9
Tabla 34. Haplotipos formados por los polimorfîsmos del gen N0S2A sin incluir 
el microsatélite pentanucleotidico N 0 S 2 : rs2779251 /  NOS2A (rsl2720460) / 





















D R B l*150r %
C Del A C G 153 57 253 56
T Del G T A 31 12 52 12
C 1ns G C G 30 11 56 12
C Del G C G 13 4,8 16 3,5
C Del G T A 11 3,9 14 3,1
C Del A T A 7 2,8 8 1,7
T Del G T G 7 2,7 21 4,6
C Del A C A 6 2,1 5 1,0
T Del G C G 3 1,1 12 2,7
C Del G T G 2 0,8 6 1,4
OTROS 6 2,1 7 1,6
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No hay diferencias entre los enfermos de EM que son HLA-DRBl*!50F  y 
HLA-DRBl*!50r en ningùn haplotipo concreto, ni tampoco para la suma de los que 
son T / Del / G en los très primeros marcadores, combinaciôn hemos visto que se asocia 
a la EM en nuestra poblaciôn.
Tabla 35. Haplotipos formados por los polimorfîsmos del gen NOS2A incluvendo el microsatélite 












EM % C ontrôles %
C 12 Del A C G 136 19 170 19
c 11 Del A c G 86 12 106 11
c 10 Del A c G 61 8,4 96 11
c 13 Ins G c G 46 6,4 43 4,8
c 13 Del A c G 36 5,0 65 7,3
T 12 Del G T A 31 4,3 20 2,2
c 14 Del A C G 23 3,2 35 3,9
I 11 Del G T A 23 3,2 19 2,2
c 14 Ins G C G 22 3,0 31 3,5
c 9 Del A C G 20 2,8 20 2,3
T 11 Del G T G 20 2,7 0 0,0
T 13 Del G T A 19 2,6 22 2,5
C 11 Del G C G 18 2,5 21 2,3
C 15 Del A C G 18 2,5 0 0,0
C 8 Del A C G 13 1,8 0 0,0
C 12 Ins G c G 13 1,8 23 2,6
C 9 Del A T A 10 1,4 0 0,0
C 11 Del G T A 10 1,4 11 1,3
C 10 Del G T A 9 1,3 9 1,0
C 16 Del A C G 9 1,2 0 0,0
C 12 Del G C G 0 0,0 14 1,6
c 10 Del A C A 0 0,0 11 1,2
T 8 Del G T A 0 0,0 10 1,2
T 12 Del G T G 0 0,0 10 1,1
OTROS 98 14 156 17




D I S C U S I Ô N  
I.MHC2TA
Segùn los resultados obtenidos, parece que a diferencia de lo recogido en el 
trabajo de Swanberg y sus colaboradores [48], el polimorfismo que ellos identificaban 
como etiolôgico, -168A/G (rs3087456), en nuestra poblaciôn actùa esencialmente como 
marcador genético sin una influencia directa en la enfermedad, ya que las frecuencias 
alélicas y genotipicas de ese SNP no resultan distintas entre nuestros enfermos y los 
contrôles. Previamente, este mismo marcador habia sido estudiado en poblaciônes 
japonesa, alemana, austriaca, e italiana encontrândose una frecuencia del alelo 
minoritario variable de 12%, 26%, 31% y 29%, respectivamente [129-132]. En 
poblaciôn espanola esa proporciôn se asemeja a las obtenidas en las poblaciones 
caucâsicas (25%). A pesar de que no encontramos asociaciôn de este SNP, dos 
haplotipos formados por este marcador y el otro SNP analizado (rs4774) del exôn 11, 
alteran la predisposiciôn a padecer EM con nuestra muestra de enfermos. Ambos 
haplotipos parecen tener, por similitud con lo observado en AR [49], efectos 
independientes el uno del otro, lo que sugiere que podrian existir dos factores de 
susceptibilidad no identifîcados bas ta el momento, que llevan al aumento o disminuciôn 
de la susceptibilidad a padecer esta enfermedad. La expresiôn del RNA mensajero tras 
la estimulaciôn con IFN-y era menor en aquellos individuos homocigotos -168*GG [48] 
que en los que tenian los otros genotipos. Esta observaciôn sugiriô que el alelo de 
susceptibilidad estaba asociado con una menor inducciôn de la expresiôn de los genes 
de MHC de clase II por los estimulos inflamatorios. El mecanismo patogénico que los 
autores de este trabajo propusieron para justificar el aumento de susceptibilidad a
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padecer Esclerosis Mùltiple y Artritis Reumatoide, fue el de la existencia de una peor 
presentaciôn antigénica a las células reguladoras que ejercen un papel protector.
En el sistema nervioso central de sujetos sanos las moléculas de MHC de clase I 
y clase II son indétectables o muy bajos [133, 134]. Sin embargo, en pacientes con EM 
la activaciôn inmune que se produce lleva a la microglia y a los astrocitos a expresar 
estas moléculas [135, 136].
Nuestros datos apoyan la asociaciôn del gen MHC2TA con la EM, pero no 
confîrman el papel etiolôgico del polimorfismo situado en el promotor por si mismo. 
Aunque el haplotipo que aumenta la susceptibilidad a la enfermedad lleva el alelo de 
riesgo -168*G, hay otro haplotipo que lo lleva sin que éste influya en la predisposiciôn 
a la enfermedad.
Previamente, el polimorfismo del promotor -168A/G y otros polimorfîsmos 
situados en la regiôn 3 UTR del mismo gen habian sido analizados independientemente 
en otras poblaciones sin que ninguno mostrase asociaciôn con EM, pero sôlo se 
estudiaron los haplotipos existentes para la regiôn no traducida [137]. Estos resultados 
discrepaban con los obtenidos en experimentos con ratones. Los animales déficientes en 
CIITA parecian ser resistentes a la EAE [138, 139], incluso después de inyectarles 
células T CD4^ encefalitogénicas, lo que apoyaba la teoria de la importancia de la 
presentaciôn antigénica en la periferia mediada por CIITA.
Las evidencias en contra del papel fùncional del polimorfismo -168A/G en 
diversas enfermedades autoinmunes estân incrementando, tal y como se ha visto 
recientemente [129, 132] y como los datos de otro estudio en Lupus [140] y los nuestros 
han corroborado con posterioridad. No obstante, validamos la asociaciôn del gen 
MHC2TA con la Esclerosis Mùltiple sin que llegâsemos a observar una interacciôn con
- 118
_____________________________________________________________________________________ Discusiôn
los genes del HLA, ya que no encontramos diferencias significativas al estratificar 
nuestro grupo de enfermes segùn fuesen HLA-DRBl *1501 positives o negatives.
A pesar de no haber encentrade diferencias altamente significativas en el analisis 
de les hapletipes, hemes ebservade que des de elles presentan una cierta tendencia a la 
aseciaciôn (p<0,l), une erientade hacia la preteccion y el etre hacia la susceptibilidad. 
Este cencuerda cen les resultades positives que encentrames cen nuestres enfermes de 
Artritis Reumateide [49] para eses mismes hapletipes, le que nos hace pensar que 
ambas enfermedades cemparten una base genética, aunque el efecte de este gen en el 
case de la EM puede ser mener que el existente en el case de la AR y que per elle ne 
seames capaces de verle tan claramente cen nuestre grupe de enfermes.
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2 .  MHC2TA  y  l a  i n f e c c i ô n  p o r  H H V - 6 A
Con este anâlisis hemos encontrado diferencias entre subgrupos de enfermes de 
EM clasifîcades en base a la presencia de niveles détectables de HHV-6A en el suere 
(indicader de la actividad viral) al examinar el locus del MHC2TA.
Ya se ha descrite que algunes herpesvirus sen capaces de evadir, mediante 
varies mécanismes, la respuesta inmunelogica del organisme que infecta, estande la 
mayeria de eses mécanismes relacienades cen la inhibicion de la presentacion de 
antigènes, en la que el gen MHC2TA participa activamente. Ceme ejemple, el 
citemegalevirus es capaz de disminuir la expresion de meléculas de MHC de clase II 
inducida per IFN-y debide a una alteracion de la fesferilaciôn y la translecacion al 
nùclee del factor de transcripciôn STATE Un anâlisis detallade indice que este defecte 
reside en la activaciôn del promoter de respuesta a IFN-y del gen MHC2TA [51].
Dada la fuerte cerrelacion existente entre ser pertader del alele rs4774*C y la 
presencia de replicaciôn viral, y una mayor cerrelacion incluse entre activaciôn viral y 
padecer Escleresis Multiple, se pedria especular acerca de que la presencia de este 
pelimerfisme (u etre en estreche desequilibrie de ligamiente cen él) favereciese que el 
virus permaneciera eculte a les “ejes” del sistema inmune. Este llevaria a una 
activaciôn viral que pedria tener ceme censecuencia la apariciôn de algunes cases de 
Escleresis Multiple. La aseciaciôn de este alele cen “EM cen activaciôn viral” y ne cen 
“EM sin activaciôn viral” cuande se cempararen cen les contrôles puede ser 
interpretada ceme si etielôgicamente se tratara de des enfermedades distintas, aunque 
clinicamente indistinguibles (fenecepias: cendiciôn ambiental, en este case la infecciôn 
viral, que imita e copia cendiciôn preducida per les genes). Nuestres dates son prueba 
de que en ecasienes, les estudies genétices se pedrian realizar cen pequenes grupes de
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pacientes incluse en las enfermedades deneminadas “cemplejas”. Mas aùn, se pedria 
dar el case de que en algunes estudies fuese preferible analizar grupes mas pequenes 
pere mejer defmides (ceme en este case el pequene subgrupe cen la enfermedad 
aseciada al virus) en lugar de estudiar cenjuntes mayeres pere mas heteregénees. 
Aunque ambas apreximacienes pueden ser cemplementarias y el estudie de grandes 
muestras ha side de inestimable valer para impulsar el cenecimiente de la Escleresis 
Multiple ceme cenjunte, el estudie de una interacciôn cencreta ceme es esta précisa 
grupes muy bien defmides para apreciar cualquier efecte que pudiese existir. El debate 
acerca de si, subyaciende a la enfermedad existen muches loci cen un pequene papel en 
grupes concretes de enfermes, e si per el contrarie se trata del efecte unes peces loci 
cen unes efectes relativamente Inertes, signe présente. También pedria tratarse de la 
cembinaciôn de ambas pesibilidades. Merece la pena mencienar que el percentaje de 
riesge atribuible peblacienal para el alele rs4774*C, este es, el percentaje de enfermes 
cuya enfermedad puede ser achacada a peseer ese alele, es del 63%, le cual indica un 
efecte bastante fuerte.
Aunque se pedria discutir que el cambie amineacidice que causa la variante 
rs4774*C (alanina a glicina) es la mutaciôn etielogica que se escende detrâs del efecte 
ebservade, aqui ne se pretende afîrmar este. El gen MHC2TA centiene mas de 200 
pelimerfîsmes de un sole nucleotide y se escapa a les limites del présente estudie 
determinar cuâl de elles es el responsable. En les ultimes anes se han publicade algunes 
trabajes [64, 141] que afirman el hallazge de supuestas variantes etielôgicas tras un 
anâlisis multivariante, pere muchas de estas afîrmacienes ne han pedide ser replicadas 
en etras peblacienes, sugiriende que dichas variantes eran realmente marcaderes 
genétices de etras mutacienes, y que les resultades ebservades eran censecuencia del 
desequilibrie de ligamiente debide a la presencia de un grade limitade de diversidad
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haplotipica. De unas poblaciones a otras esos desequilibrios pueden variar porque la 
frecuencia subyacente de los haplotipos también varie de una poblaciôn a otra. Por otra 
parte, esos estudies genétices se disenaren y llevaren a cabe baje la presunciôn de que 
un SNP es la causa ultima de un efecte fenetipice ebservade, pere estudies mas 
recientes sugieren que etres tipes de mutacienes en desequilibrie de ligamiente cen 
SNPs (per ejemple micredelecienes e variacienes en el numéro de copias) pedrian estar 
implicades también en variacienes fenetipicas [142, 143].
El estudie aqui presentade puede sugerir que, ecultas baje el nombre de 
Escleresis Multiple, existan varias entidades aùn sin identificar cen unes limites 
genétices ne bien definides aùn. Estes subtipes, una vez estuvieran bien definides, 




3 .  EBFl {Early B-cell Factor)
Estudios de barrido genômico propusieron hace poco anos la region 
cromosômica 5q como zona ligada a la EM [144, 145]. Ademâs, un articulo que 
comparé regiones cromosômicas, loci de caractères cuantitativos (QTLs del inglés 
Quantitative Trait Loci), de enfermos de EM y del modèle murine, la EAE, tras analizar 
las similitudes de secuencia, definiô genes de censense que petencialmente cenferian 
susceptibilidad a la Escleresis Multiple [146]. Entre elles se citaba el gen EBFl, en el 
cremesema 5q34, apertande pruebas de lecalizacion del papel de este gen en la 
predispesiciôn a la enfermedad.
En un estudie cen tecnelegia de micrearrays que media simultâneamente la 
cantidad de transcrite de miles de genes se vie que para algunes de eses genes la 
cencentracion transcrite se cerrelacienaba cen la de EBFl. En concrete, se detecto un 
aumente de unas 3,5 veces la cantidad de RNA mensajere de IL6, y de la preteina Tau 
aseciada a micretùbules (MAPT), listadas entre les 12 transcrites mas abondantes 
encentrades [147].
Se ha viste que la cencentracion de 1L6 esta aumentada en el cerebre de les 
pacientes de EM y que su expresion en LCR también es mayor que en la peblacion sana 
[148, 149], mientras que en ratenes que ne expresaban IL6 se veia resistencia a 
desarrellar la EAE [150]. La funciôn de Tau es la de unirse y estabilizar les 
micretùbules en las neurenas [151] y participar en el transporte axenal [152]. Las 
cencentracienes de esta preteina se han encentrade mas altas en el LCR de pacientes 
cen EM en mùltiples estudies [153], asi ceme la presencia de depôsites de Tau 
fesferilada en les axones y cuerpes neurenales en las plaças de desmielinizaciôn de 
ratenes cen EAE [154]. Este hace pensar que una acumulaciôn aberrante de estas
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proteinas puede ser crucial en la alteracion del transporte neuronal que lleve al 
desarrollo de una patologia como esta.
Nuestres resultades evidencian aseciaciôn del gen EBFl cen EM. Ne hay 
estudies funcienales de les pelimerfîsmes que hemes estudiade, a pesar de que este gen 
fue clenade hace ya mas de 10 anes. En cualquier case, existen elementes reguladeres 
de la transcripciôn de muches genes que estân lecalizades en regiones intrônicas [62, 
155-157], y de heche, el alele de susceptibilidad de este pelimerfisme intrônice del 
EBFl permitiria la uniôn del factor de transcripciôn AP-1, mientras que dicha uniôn 
esta impedida per la presencia del alele rsl368297*T  (tal y ceme predice el software 
TFSEARCH ver 1.3). Les estudies funcienales que en un future se lleven a cabe 
ayudarân a clarifîcar cuâl es el papel que juega este gen en la EM. Ne obstante, el SNP 
analizade en este trabaje pedria estar actuande ceme marcader genétice y pedria ser él 
misme la variante/s etielôgica/s e encentrarse en LD cen ésta/s.
En realidad, tan sôle la actividad que este gen desempena ceme regulader de la 
maduraciôn de les linfecites B ya séria bastante para justifîcar su implicaciôn funcienal 
en esta patelegia. Cada vez hay mâs pruebas que apeyan la presencia de anticuerpes de 
tipe IgM sintetizades per linfecites B CD5^ en LCR de pacientes cen fermas agresivas 
de EM [158]. Estes anticuerpes naturales recenecen antigènes de la mielina y son unes 
petentes activaderes del cemplemente [159] y les des unides, anticuerpes y 
cemplemente, centribuyen a la desmielinizaciôn y al dane axenal.
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4 .  FcRLS (Fc Receptor Like-3)
El polimorfismo -169T/C del promoter del gen FcRL3 fiie descrite 
eriginalmente ceme etielogice en Japon, ya que mestro cerrelacion cen la alteracion de 
la expresion tante in vitro ceme in vivo [57]. Les auteres ebservaren que este 
pelimerfisme cenferia un aumente de la susceptibilidad a padecer Artritis Reumateide, 
Lupus Eritematese Sistémice y enfermedad Tireidea Auteinmune, sugiriende asi un 
papel petencial en estas enfermedades auteinmunes. La aseciaciôn hallada cen AR ha 
side replicada en poblaciôn asiâtica [160] y caucâsica [161]. Sin embargo, etres grupes 
ne han viste dicha aseciaciôn [162, 163] e tan sôle la han encentrade al censiderar 
determinades subgrupos de pacientes [164, 165]. Estes resultades evidencian un 
cempleje patrôn de aseciaciôn cen la enfermedad. El alele -169*C, del que 
eriginalmente se dije que aumentaba tante les niveles de transcripciôn del gen ceme la 
susceptibilidad a la enfermedad, ha mestrade recientemente pretecciôn frente la 
enfermedad de Addisen en poblaciôn Britânica [59], en cencerdancia cen nuestres 
resultades en pacientes de EM espaneles. Dicha heteregeneidad del alele aseciade entre 
las enfermedades auteinmunes sugiere que existen distintes mécanismes pategénices 
subyacentes a cada una de ellas. Les resultades ebtenides pueden deberse a una 
influencia directa de les niveles de expresiôn de FcRL3 aumentades en unas 
enfermedades y disminuides en etras, que llevan hacia un efecte deletéree final, e bien a 
una influencia indirecta del pelimerfisme -169C/T, es decir, debide a LD. En este 
ultime case, la variante etielôgica putativa es mâs prebablemente un marcader genétice 
en desequilibrie de ligamiente cen etres pelimerfîsmes causantes (per ejemple, 
distintes elementes reguladeres funcienales en diferentes tipes celulares), y cada alele 
marcaria un hapletipe que pertarîa el pelimerfisme verdaderamente responsable para
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cada enfermedad. Para la enfermedad de Addison y la EM la susceptibilidad estaria 
marcada por el alelo -169*T, mientras que para AR y LES el alelo -169*C es indicativo 
de mayor riesgo. El estudio de los haplotipos inferidos del gen FcRLS no aporta pistas 
acerca de donde reside la variante etielôgica, heche que es normal pueste que estân en 
el misme bloque. En este sentide, se analizaren les hapletipes extendides a le large del 
gen FcRLS en la poblaciôn Britânica, y se encentrô que un cambie ne-sinônime en el 
exôn 3 (N28D) estaba en elevade desequilibrie de ligamiente cen el alele -169*C. Asi, 
este cambie pedria estar detrâs del mécanisme pategénice aunque la asignaciôn del 
pelimerfisme etielôgice estâ dificultada per el desequilibrie de ligamiente mencienade. 
Ne obstante, la base del efecte de diche pelimerfisme en las enfermedades auteinmunes 
pedria residir en regiones que se extienden incluse mâs allâ del gen FcRLS. Es 
interesante recerdar que el gen FcRLS estâ lecalizade en un cluster de genes dende 
también mapean les FcyRs clâsices y sus hemôleges, les FcRLs. En el medele animal 
de la EM (EAE), les ratenes déficientes en FcRy (sin FcyRI, FcyRIll y FceRl 
funcienales) presentaban una enfermedad significativamente atenuada. La expresiôn de 
FcRy en células sistémicas acceserias (menecites, células dendriticas...), pere ne en las 
células que residen en el SNC, parece ser esencial para el desarrollo de la inflamaciôn 
en este ultime, independientemente de la funciôn presentadera de antigene de las 
células e de la participaciôn de anticuerpes [166].
Per etra parte, les ratenes déficientes en FcyRIIB desarrellaban una enfermedad 
mâs severa que les ratenes wild-type [167, 168]. Myhr y sus celaberaderes [169] 
describieren la aseciaciôn de genetipes de FcyRIIa y de FcyRIIIb cen EM en pacientes 
nerueges. Sin embargo, en un estudie helandés de elevada petencia estadistica ne se 
encentraren diferencias estadisticamente significativas entre les enfermes cen EM y les 
contrôles en las frecuencias genetfpicas ebtenidas para FcyRIIa, FcyRIIIa y FcyRIIIb
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[170]. Como estes auteres estudiaren ùnicamente très pelimerfîsmes de manera 
independiente, les resultades negatives ne permiten descartar la aseciaciôn de eses 
genes cen la EM. Realmente, a menes que se haga un estudie minuciese, ne pedremes 
descartar el papel de un gen en una enfermedad.
En resumen, el debate acerca de si la regiôn cremesômica dende el cluster de les 
genes FcyR reside esta aseciada cen la susceptibilidad a padecer EM sigue abierte, y el 
pelimerfisme -169C/T en el gen FcRLS parece ser un buen marcader de este efecte. 
Hay estudies en etras enfermedades en les que, a diferencia de nuestres resultades, el 
alele -J69*C esta aseciade cen susceptibilidad. Es el case de la enfermedad de Graves 
en poblaciôn britânica [171], que observa el misme resultade que encentrô el grupe de 
Kechi en Artritis Reumateide y etras enfermedades auteinmunes ceme Lupus e 
Tireiditis [57].
En la pategénesis de la EM existiria una alteraciôn general de la regulaciôn 
genética de la auteinmunidad, ya que ne selamente se han encentrade aseciades a la 
enfermedad pelimerfîsmes en el gen FcRLS sine también etres en CTLA4, que tiene un 
papel clave en la regulaciôn de las respuestas auteinmunes. Sin embargo, ne se ha 
descrite aseciaciôn de la EM cen etre gen muy importante en esa regulaciôn que es 
PTPN22, mientras que si se ha encentrade en el case de la AR, etra muestra mâs de las 
diferencias entre ambas patelegias.
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5 .  I n t e r l e u q u i n a  4  (IL4)
Como enfermedad poligénica y multifactorial, se han descrite numereses genes 
aseciades cen la susceptibilidad a padecer Escleresis Multiple. En ella se ve una 
expansion clenal de células Thl y la secrecion de citequinas pre-inflamaterias (IFN-y, 
TNF-a e IL 12, entre etras). Esas citequinas participan en la activaciôn de la respuesta 
inmunelôgica celular. La respuesta inmune humerai frente a patôgenes extracelulares, 
caracterizada principalmente per la preducciôn de anticuerpes per parte de las células 
B, es estimulada per citequinas de tipe Th2 ceme la IL4 y la IL 10. Nuestre grupe 
analizô anteriermente el papel del TNF y del gen de la ILIO en EM [35, 36, 172]. Cen 
este trabaje intentâmes evaluar el papel en esta enfermedad de la IL4, cuye gen es etre 
candidate situade en un cluster de genes de citequinas del cremesema 5q23-31. Se han 
aseciade pelimerfîsmes de este gen cen varias enfermedades auteinmunes ceme Artritis 
Reumateide [73], enfermedad de Graves [173], enfermedad de Crehn [174] y Diabetes 
tipe 1 [175]. También cen etras enfermedades inflamaterias ceme asma y atepia [60]. 
En el case de la EM, hay estudies de aseciaciôn previes cen resultades ne cencluyentes. 
Vandenbreek y celaberaderes [66] encentraren frecuencias genetfpicas similares del 
pelimerfisme VNTR situade en el intrôn 3 del gen de la 1L4 al cemparar 256 enfermes 
de EM frente a 146 contrôles sanes en poblaciôn Italiana. Sin embargo, separaren el 
grupe de les enfermes en 164 Caucâsices y 92 Sardes, y de heche, en este ultime grupe 
encentraren una mener frecuencia de heterecigetes (24% en contrôles frente al 15% en 
les enfermes de EM Sardes). Esta diferencia ne llegô a ser significativa pere hay que 
tener en cuenta que hay peca petencia estadistica. Les auteres apuntaren que la 
frecuencia de pertaderes del alele mineritarie se cerrelacienaba cen la edad de debut de 
les pacientes en la enfermedad, pere nesetres ne fuimes capaces de repli car estes
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resultades, ya que ne observâmes diferencias entre la edad de debut de les enfermes y 
ningune de les genetipes en peblacion espanela.
Otre estudie de aseciaciôn del gen IL4 cen resultades negatives se llevô a cabe 
en poblaciôn sueca que analizô 147 enfermes de EM y 95 contrôles [69]. Se pedria 
especular acerca de las causas de las discrepancias cen nuestres resultades. La falta de 
petencia estadistica es una ebjeciôn muy plausible, ya que este misme grupe ne 
encentrô aseciaciôn de etra citequina de prebade efecte en la EM ceme es la IL-10 
[172, 176], aunque la etnia y las diferencias clinicas entre las des peblacienes pedrian 
ser también importantes facteres en juege.
Un estudie de ligamiente de 15 genes de citequinas e sus recepteres llevade a 
cabe cen 116 parejas de hermanes cen EM en poblaciôn francesa tan sôle vie 
implicaciôn del gen IL2-RP [67].
El ùnice estudie que arrejô resultades de aseciaciôn positives del gen de la IL4 
cen la EM fue el realizade en poblaciôn nerteamericana [68]. En él se decia que existia 
aseciaciôn del VNTR del intrôn 3 cen la EM debide a la escasez de heterecigetes 
dentre del grupe de les enfermes, le que coincide plenamente cen nuestres resultades. 
Asi pues, parecia necesarie replicar eses resultades en una poblaciôn independiente para 
cenfirmar el papel de esta citequina en la Escleresis Multiple.
En el trabaje de Kantarci y col. [68] se describiô que cuatre pelimerfîsmes del 
gen de la IL4 estaban en desequilibrie de ligamiente. Nesetres encentrames 
desequilibrie entre les des que hemes estudiade en la poblaciôn espanela. Cuande 
comparâmes las frecuencias halladas en nuestra poblaciôn cen las descritas per Kantarci 
encentrames una gran similitud. De cualquier manera ne censeguimes repreducir la 
tendencia a la aseciaciôn que elles ebservaren al estratificar el grupe de les enfermes 
atendiende a la ferma clinica que presentaban, en concrete cen el grupe de les que
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presentaban la forma Primaria-Progresiva o EM-PP. Este mismo ano y posterior a 
nuestro trabaje ha aparecide un nueve estudie en peblacion Irani en el tampece se 
encuentra aseciaciôn de les pelimerfîsmes de IL4 [177].
Se ha descrite que el pelimerfisme del exôn 1 estudiade esta en complete 
desequilibrie de ligamiente cen etra variante situada en el promoter del gen IL4 en 
pesiciôn -590, y del que se ha diche que tiene un papel funcienal que afecta a les 
niveles de la citequina [174]. El aumente en la preducciôn de IL4 que se preduciria, 
sugiere un papel protector que cencuerda cen la terapia basada en el emplee de 
citequinas para la enfermedad, pueste que se ha pestulade que tante IL4 ceme IFN-p, el 
tratamiente estândar en EM, inhiben alguna de las actividades del IFN-y. Ne obstante, la 
pérdida del efecte protector de este alele cuande aparece en hemecigesis en varias 
peblacienes [66, 68, 178] iria en centra de un papel directe del gen IL4 en la pretecciôn 
frente a la apariciôn de la EM. Una pesible explicaciôn para el heche de que les 
pelimerfîsmes analizades en el gen IL4 se hayan viste aseciades cen la enfermedad 
cuande aparecen en heterecigesis séria que realmente les aleles actùan ceme 
marcaderes genétices, cada une de les cuales se encuentra en fuerte desequilibrie de 
ligamiente cen sendas variantes etielôgicas, a su vez marcadas per une de les aleles del 
pelimerfisme. La presencia de ambas séria necesaria para la apariciôn de la enfermedad. 
Teniende en cuenta que el gen IL4 esta dentre de un cluster de genes implicades en la 
respuesta inmune, y dada la existencia de bloques de hapletipes descrites en 5q31 [65, 
179], puede que resuite muy dificil determinar qué hapletipe e qué gen en particular es 
el responsable de la aseciaciôn ebservada. En este sentide pedemes hablar de les genes 
SLC22A4 y SLC22A5, que cedifican les transpertaderes catiônices OCTNl y 0CTN2, y 
que se han aseciade a varias enfermedades auteinmunes ceme Diabetes tipe 1, AR, 
Enfermedad de Crehn y Colitis Ulcerosa [61, 63, 64, 180]. Este locus 5q31 parece
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anâlogo a la region del HLA, con la que numerosas enfermedades inflamaterias y 
auteinmunes se han viste aseciadas, aunque ne se hayan pedide hasta el memento 
identificar tedas las mutacienes causales. Nuestres resultades, junte a les de etres 
grupes, sugieren que ciertes hapletipes de este cluster de genes de citequinas pueden 




6 .  I n t e r f e r ô n - g a m m a  (IFNG)
En este anâlisis describimos la asociaciôn entre el microsatélite situado en el 
primer intrôn del gen IFNG y la apariciôn de brotes dentro de los dos primeros anos de 
tratamiente cen IFN-p para les pacientes cen EM-RR.
Una dificultad en la interpretaciôn de les resultades es cemprebar si la 
aseciaciôn cen les bretes es dependiente del tratamiente. Se pedria argumentar que la 
aseciaciôn entre les aleles del microsatélite y la frecuencia de les bretes aqui descrita se 
daria también en pacientes ne tratades. Ne obstante, ne hemes hallade aseciaciôn entre 
la tasa de bretes antes del tratamiente y la apariciôn de bretes después del misme (dates 
peblacienales recegides en Tabla 18, pâg. 100), y de heche, ne encentrames evidencias 
de aseciaciôn entre el pelimerfisme y la tasa de bretes antes del tratamiente. Ademâs, 
un estudie reciente ne hallô ninguna aseciaciôn entre las caracteristicas clinicas y de 
MRl de les enfermes de EM incluides en él y el misme pelimerfisme que nesetres 
estudiames aqui [78].
Otra cuestiôn interesante séria la relevancia del pelimerfisme estudiade en el 
contexte de la pategénesis y el tratamiente de la EM. El microsatélite pelimôrfice 
situade en el primer intrôn del gen IFNG estâ aseciade cen les niveles de preducciôn de 
esta citequina pre-inflamateria [181], y per ese se ha estudiade en numerosas 
cendicienes inflamaterias. A pesar de este, la variaciôn responsable de les cambies en 
les niveles de la citequina prebablemente ne se deba al microsatélite per si misme, sine 
a etra mutaciôn, ceme puede ser un SNP, situade en las preximidades. Se ha descrite la 
existencia de un SNP (+874T/A) que estâ en desequilibrie de ligamiente total cen el 
microsatélite y se ha pestulade que en este case el microsatélite actuaria ceme un 
marcader del él [182].
- 132
_____________________________________________________________________________________ Discusiôn
El alelo 12 del microsatélite IFNG se ha relacionado con un aumente en les 
niveles de preducciôn de IFN-y en células menenucleares de sangre periférica tras ser 
estimuladas cen fitehemaglutinina [181]. Les resultades ebtenides de les estudies in 
vitro llevades a cabe cen células de individues sanes son difïciles de extrapelar a les 
pacientes de EM, en les que seguramente existe un ambiente de citequinas muche mâs 
cempleje. Habia razenes a priori para sespechar y esperar que se predujera una mejeria 
de la respuesta tante en les enfermes cen una baja preducciôn de IFN-y (perque elles 
serian inhibides mâs fâcilmente) ceme en les pacientes cen una preducciôn exacerbada 
de IFN-y (perque elles serian les que pueden benefîciarse de una terapia cen anti-IFN- 
y). A laver de un efecte directe de les pelimerfîsmes de la via del interferôn en la 
respuesta al tratamiente (al contrarie de etre mâs convolute que implicara anticuerpes 
frente a IFN-p), estâ la aseciaciôn descrita en la poblaciôn espafiela entre pelimerfîsmes 
situades en les genes del receptor y la respuesta a IFN-p después de des anes de 
tratamiente [183], aunque hay que advertir que estes resultades ne han side 
cenfirmades per etres grupes [79].
Ahera estâmes cemenzande a receger dates de nuestres pacientes tras 4 anes de 
tratamiente cen la fînalidad de evaluar la impertancia de nuestres resultades en las 
respuestas a large plaze al tratamiente cen IFN-p.
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7 .  O s t e o p o n t i n a  (OPN)
La ausencia de resultades que indiquen una aseciaciôn del gen OPN cen la EM 
pedria resultar paradôjica censiderande el papel tan relevante que juega la preteina en 
les preceses inflamateries, tal y ceme se ha demestrade en estudies funcienales. En 
cualquier case, la falta de aseciaciôn puede ser explicada dade que hasta ahera ne se 
han descrite diferencias funcienales aseciadas a les aleles e al menes que sean 
relevantes para la pategénesis de la EM. Les genes tienen mùltiples pelimerfîsmes a le 
large de su secuencia, pere a la hera de encentrar una aseciaciôn cen alguna 
enfermedad, puede que sean etielôgices e que estén en desequilibrie de ligamiente cen 
la variante responsable. Asi pues, ne se encentrarâ ninguna aseciaciôn si les 
pelimerfîsmes ne preducen ninguna alteraciôn en la preteina (precesamiente, 
e structura, afmidad, etc...), en la expresiôn del gen (transcripciôn, precesade y 
transporte del RNA mensajere) e si ne son casi-equivalentes a las variantes realmente 
responsables de esa aseciaciôn.
Un estudie en poblaciôn italiana [184] apuntô la existencia de una aseciaciôn y 
de diferencias funcienales entre les individues hemecigetes para el ùnice hapletipe que 
centiene la variante 795*C segùn nuestra nemenclatura, y que elles llamaren 750, y el 
reste de les individues. Sin embargo, nesetres ne hemes encentrade ninguna diferencia 
en la susceptibilidad para les hemecigetes C en la pesiciôn 795 y este puede ser debide 
a que esta mutaciôn ne confiera susceptibilidad per se en la poblaciôn italiana, sine que 
actùe ceme marcader genétice de una variante descenecida quizâ tan sôle présente en 
esta poblaciôn y ne en la espanela, aunque ambas sean Mediterrâneas, y que 
verdaderamente sea esta variante per descubrir la responsable. Les dates que ebtuvimes 
en nuestra poblaciôn control y en etra de enfermes de Artritis Reumateide para les
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cuatro polimorfismos exônicos de la OPN indicaron que estes SNPs cenfermaban sole 
des hapletipes mayeritaries. Nuestres dates se ven referzades per les resultades 
negatives que etres han encentrade [185] aunque ne se puede descartar que exista algùn 
pelimerfisme etielogice en el gen. Un estudie japenés tampece encontre aseciaciôn del 
marcader en la pesiciôn 795, pere serprendentemente si la ebtuve en el case de etre de 
les marcaderes que anteriermente habiames estudiade, el situade en pesiciôn 327 [186]. 
Dade el elevadisime desequilibrie de ligamiente existente entre les des SNPs, la 
aseciaciôn de une sôle de elles es bastante improbable. Este sugeriria que la estructura 




8. Factor Inhibîdor de la Migraciôn de Macrôfagos (MIF)
Hemos estudiade des pelimerfîsmes lecalizades en el promoter del gen MIF que 
previamente se habian viste aseciade a varias enfermedades de cempenente 
inflamaterie [102-104, 187-190]. Nesetres ne hallames ningùn resultade positive al 
censiderar la peblacion de enfermes de EM de manera global y cempararla frente a les 
contrôles para ningune de les marcaderes analizades (CATT5.8 en la pesiciôn -794 y el 
cambie G/C en la pesiciôn -173). En un estudie anterior, encentrames aseciaciôn de les 
pertaderes del alele -173*C, de les pertaderes del alele {CATT)j y del hapletipe que 
centenia ambes aleles cen la enfermedad Celiaca en poblaciôn espanela [189].
En Escleresis Multiple ese efecte que cenfiere susceptibilidad ne se observa 
claramente en ningune de les aleles cen les que se ha encentrade aseciaciôn para etras 
enfermedades. Unicamente al estratificar el grupe de les pacientes de EM atendiende al 
subtipe de HLA-DR2 se encuentra una cierta tendencia a la aseciaciôn. Asi, en el 
cenjunte de les enfermes que presentaban el alele DRBI*I50I, les pertaderes del alele 
-173*C y les del alele (GATT)? fueren les que mayeres diferencias mestraren al ser 
comparades cen les contrôles sanes.
Creemes que, a pesar de ne llegar a ver diferencias significativas, existe una 
relaciôn entre estes pelimerfîsmes y la EM. Esa relaciôn iria en el misme sentide que la 
ebservada en enfermedad Celiaca y en etras enfermedades de naturaleza inflamateria 
cen las que se han aseciade estes pelimerfîsmes. Es pesible que el papel que 
desempefie en la EM sea de mener relevancia y per tante el riesge relative disminuya. 
Este se traduce en que, para encentrar aseciaciôn de un factor de este tipe séria precise 
dispener de grupes de pacientes y contrôles mâs numereses, mientras que para detectar 
el efecte de un factor cuye papel en la enfermedad es mâs notable ne séria necesarie
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disponer de tantos individues para tener la petencia estadistica suficiente. 
Paradoj icamente, al dividir una muestra grande ceme es el grupe glebal de les enfermes 
de EM en des grupes meneres que serian en nuestre case enfermes DRB1*1501 
positives y negatives, el estudie glebal pedria ganar en petencia estadistica si se 
censiderase ceme resultade positive el cerrespendiente a une sole de eses subgrupos y 
la petencia original del estudie cen el cenjunte de les enfermes fuera baja. Este heche 
pedria explicar el débil efecte que se encuentra en el subgrupe de enfermes cen EM que 
son DRB1*1501, aunque pensâmes que etres grupes deberian tratar de replicar esta 
ebservacion para peder verifîcar nuestra teeria.
El heche de que este gen se haya viste aseciade cen etras patelegias 
auteinmunes nos hace pensar que también debe estar jugande un papel en la EM. Ne es 
el primer case en el que un factor aseciade a una enfermedad también se asecia cen etra 
que cemparte mécanismes meleculares cen ella. Un ejemple es el de les trabajes 
realizades cen el Péptide Intestinal Vasoactive (VIP) en el medele murine de colitis 
ulcerosa y en el de EM. Esta preteina muestra resultades similares en sendes estudies y 
per tante parece que las des enfermedades cemparten facteres de riesge y estân 
relacienadas [191, 192]. Per este creemes que, aunque muy débil, existe una aseciaciôn 
del gen MIF en la EM, al igual que se ha viste en etras enfermedades inflamaterias.
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9. Oxido Nitrico Sîntasa Inducible {N0S2A)
Estudiamos un total de seis marcadores repartidos en el gen NOS2A que 
previamente habian sido descritos. Cuatro de elles estân situades en la region premetera 
y les etres des en zona cedificante (exenes).
En la Enfermedad Celiaca el alele (CCTTT) lo se encontre aseciade a pretecciôn 
(p = 0,04; OR = 0,75) en poblaciôn espanela. En nuestra poblaciôn de enfermes de EM 
se puede ebservar una muy leve tendencia a protéger sin que la diferencia cen el grupe 
de contrôles llegue a ser significativa (p = 0,11; OR = 0,8). Este heche se pedria 
explicar desde el punte de vista de que en la EC y en la EM existen mécanismes 
meleculares cemunes que participan en la respuesta inmunelôgica de ambas patelegias, 
en concrete en la fase efectera. Sin embargo, les genes que intervienen en diches 
mécanismes pueden tener distintes grades de participaciôn. Baje este supueste se pedria 
decir que este alele estâ actuande ceme marcader de “alge” que cenfiere pretecciôn 
frente a ambas enfermedades, pere en el case de la EM en mener medida. Ese hace que 
sea dificil llegar a ver la aseciaciôn del misme cen el tamahe muestral que tenemes.
Ne obstante, al analizar les hapletipes existentes en nuestra poblaciôn y que 
resultan de la cembinaciôn de très de les cuatre marcaderes del promoter (rs2779251 / 
N 0S2A (rs 12720460) / rs2779248 ya que excluimes el microsatélite pentanucleetidice), 
pedemes ver que une de eses hapletipes, T / Del / G, se asecia claramente cen la 
susceptibilidad a padecer EM (p = 0,009; OR = 1,41 (1,08-1,84)), tal y ceme también se 
ha descrite en les enfermes celiaces de poblaciôn espanela (Nùnez, C et a l,  dates sin 
publicar).
El motive de la exclusiôn en un principle del microsatélite N0S2 es que se trata 
de un pelimerfisme cen numereses aleles que erigina un numéro muy elevade de
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haplotipos (Tabla 35, pâg. 115). El hecho de que aparezcan tantas combinaciones 
posibles hace pensar que ese microsatélite ha mutado a una elevada tasa a lo largo de la 
evoluciôn, independientemente del haplotipo que lo contuviera. Esta alta mutabilidad 
nos hizo pensar que no séria un buen marcador, dado que el LD existente entre él y los 
demâs marcadores se ha erosionado en gran medida como ya habian propuesto en su 
trabajo Burgner y colaboradores [193]. Sin embargo, al analizar los bloques de 
desequilibrio por separado, observamos que uno de los haplotipos que incluia el alelo 
(CCTTT) 1 0 , el mismo que mostraba tendencia por si mismo a la protecciôn frente a la 
EM y que estaba asociado en la EC, mostraba diferencias significativas al comparar el 
conjunto de los enfermos de EM con los contrôles. El citado haplotipo, compuesto por 
los cuatro polimorfismos situados en la region promotora (rs2779251 / (CCTTT)n / 
N0S2A (rs 12720460) / rs2779248) es el que lleva los alelos C / (CCTTT)io/ Del / A (p 
= 0,044; OR = 0,72).
Podemos pensar que la causa de que el alelo del microsatélite por si solo no se 
asocie y sin embargo el haplotipo que lo incluye si lo haga, se debe a que ese haplotipo 
concreto estâ en desequilibrio de ligamiento con el factor verdaderamente responsable 
de la asociaciôn. Al analizar sôlo el pentanucleôtido estamos agrupando todos los 
haplotipos que contienen ese alelo y el efecto protector observado queda diluido y pasa 
inadvertido.
Para el haplotipo que se asocia con la susceptibilidad a padecer EM (T / Del / G) 
no observamos un mayor efecto del mismo en la enfermedad después de desglosarlo 
segùn los diferentes alelos del microsatélite polimôrfîco. No encontramos ningùn 
haplotipo especifîco asociado y vemos que el efecto es resultado de la agrupaciôn de 
todos ellos. Es posible que este haplotipo esté marcando una mutaciôn etiolôgica 
desconocida que estâ présente en todos los haplotipos que contienen esa combinaciôn
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de alelos del promotor. En ese caso, la apariciôn de dicha mutaciôn etiolôgica séria 
anterior a la diversificaciôn por mutaciôn del microsatélite.
A la vista de estos resultados, es posible que en el gen N0S2A existan diferentes 






1. El efecto del gen MHC2TA en la susceptibilidad a padecer EM se dirige en un 
sentido paralelo al observado en Artritis Reumatoide, lo que sugiere que en 
ambas patologias existen ciertos mecanismos etiolôgicos comunes, aunque el/los 
polimorfismos responsables no se conocen.
2. El alelo C del polimorfismo rs4774, situado en el exôn 11 del gen MHC2TA, 
esta asociado con la susceptibilidad a padecer Esclerosis Multiple en aquellos 
enfermos que presentan replicaciôn activa del Herpesvirus 6A.
3. Las asociaciones encontradas de los marcadores estudiados en el gen EBFl 
apuntan a que el factor de transcripciôn codifîcado por él participa en los 
mecanismos por los que aparece la enfermedad.
4. La asociaciôn encontrada del alelo -169*T del gen FcRL3 con la susceptibilidad 
a padecer EM, al igual que en la enfermedad de Addison y al contrario que en la 
AR y otras enfermedades autoinmunes, sugiere que existen mecanismos 
genéticos distintos implicados en la apariciôn de unas y otras.
5. La asociaciôn en heterocigosis de los marcadores estudiados en el gen IL4, que 
estân casi en completo LD, sugiere que existen, situados en la regiôn 5q31, al 




6. Los alelos 13 y 14 del microsatélite IFNG situado en el gen IFNG se asocian con 
la apariciôn de brotes en los pacientes de EM tratados durante dos anos con IFN-
p.
7. Los cuatro polimorfismos estudiados en el gen OPN no muestran indicios de 
asociaciôn con la enfermedad, de distorsiôn en la transmisiôn de padres a hijos, 
ni tampoco de una interacciôn con el HLA.
8. Nuestro estudio refleja una magnitud de efecto (OR = 1,23) semejante a la 
obtenida en enfermedad Celiaca y en Artritis Reumatoide para los alelos -173*C 
y (GATT)? del gen MIF. Sin embargo, la falta de potencia estadistica hace 
necesario ampliar el estudio.
9. Ninguno de los marcadores del gen NOS2A por separado se asocia con la 
enfermedad; sin embargo, el haplotipo compuesto por los alelos rs2779251*T / 
rsl2720460*Del / rs2779248*G confiere susceptibilidad a la EM, mientras que 
el haplotipo rs2779251*C / (CCTTT)io / rsl2720460*Del / rs2779248*A, marca 
un factor de protecciôn frente a la esclerosis multiple.
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